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Nous avons, a plusieurs reprises, avec F. van Deinse, ainsi 
qu'avec J. Beerens [4], signalé qu’on peut, par ensemencement 
sur le milieu de Lowenstein des lésions de cobayes inoculés 
avec des produits tuberculeux ou suspects de tuberculose et 
traités pendant environ deux mois par des injections sous- 
culanées bi-hebdomadaires de 1 cent. cube d'extrait acéto- 
nique de bacilles de Koch, isoler soit des bacilles & colonies 
rugueuses pathogénes pour le cobaye, soit des bacilles acido- 
résistanis 4 colonies lisses, alors que les cobayes témoins 
inoculés avec le méme produit et non traités, conservés pen- 
dant plusieurs mois, ne présentent aucune lésion. 

Avec J. Valtis et A. Bonnefoi [2], puis avec J. Bretey 3), 
lun de nous a montré qu'il est possible, par inoculation préa- 
lable de ces bacilles au cobaye et au lapin, de donner A ces 
animaux une résistance marquée a une infection tuberculeuse 
d’épreuve. 

A. Saenz, L. Costil et M. Sadettin [4] ont également obtenu, 
mais plus rarement, par ensemencement des ganglions ect des 
organes sans lésions de cobayes neufs traités par des injec- 
tions de produits divers (tuberculine, extrait acétonique de 
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bacilles de Koch), des bacilles & colonies lisses dont ils ont 
décrit les caracléres immunologiques. 

Les souches de bacilles & colonies lisses que nous avons 
étudiées se développent & 38°, poussent dans la profondeur du 
milieu synthétique de Sauton avec développement d'un voile 
fin & sa surface, acidifient ce milieu et sensibilisent le cobaye 
A la tuberculine. Elles sont peu virulentes pour le cobaye et 
paraissent ne se distinguer les unes des autres que par les 
propriétés pathogénes qu’elles présentent pour le lapin et 
pour la poule au moment de leur isolement, et qu’elles perdent 
au cours de leur réensemencement sur les milieux de culture. 

Chez le cobaye, aprés inoculation de 5 & 10 milligrammes 
sous la peau de la cuisse, elles ne délerminent, en général, 
lapparition que de lésions ganglionnaires inguinales et sous- 
lombaires avec abcés intramusculaires. 

Dans un seul cas l'un de nous a pu, avec J. Vallis et Guy 
Laroche [5;, observer qu’une souche lisse isolée des urines 
d’un malade atteint de néphrite hématurique (souche Béc.) a 
fait retour 4 la variété rugueuse virulente pour le cobaye. Mais 
Max Pinner [6] a plusieurs fois obtenu cette transformation. 

Les plus virulentes tuent le lapin et la poule aprés inocu- 
lation de 0 milligr. 01 en une trentaine de jours avec des 
phénoménes congestifs trés prononcés et parfois de fines granu- 
lations sur les organes toujours fortement hyperémiés. L’ino- 
culation de ces souches, dans les mémes conditions, mais aprés 
un certain nombre de réensemencements, ne provogue plus, 
de méme que celle des souches d’emblée peu virulentes, qu'une 
congestion passagére des organes avec présence d’assez nom- 
breux bacilles. A l’autopsie des lapins sacrifiés deux mois 
apres leur inoculation, on trouve souvent de nombreuses cica- 
trices sur la rate. 

Chez le cobaye, malgré le pouvoir pathogéne plus faible de 
ces bacilles pour cet animal (tout au moins apres inoculation 
par vole sous-cutanée), on peut observer, aprés introduction 
de fortes doses sous la peau, des phénoménes congestifs sem- 
blables & ceux décrits chez le lapin et la poule, quoique moins 
prononcés. La rate est souvent congeslionnée et hypertrophiée. 

Aprés inoculation sous-cutanée au cobaye de 10 milli- 
grammes d’une de ces souches, les bacilles peuvent persister 
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pendant plus d'un an dans les ganglions et les organes de cet 
animal. Leur ensemencement sur le milieu de Lowenstein a 
donné, au bout de ce délai, une culture de bacilles & colonies 
lisses ayant les mémes caractéres que ceux qui avaient été 
inoculés. 

Les lésions histologiques (1) produites chez le cobaye et 
chez le lapin par inoculation de ces bacilles, quoique assez 
nombreuses, sont représentées surtout par des ilots épithé- 
lioides avec cellules géantes disséminées et par des {lots lym- 
phocytaires sans gu’on retrouve, en général, la disposition 
classique du follicule. Ces lésions régressent par la suite. 

Nous avons pensé qu’il serait intéressant d’étudier l’action 
prémunisante de ces bacilles vis-a-vis d’une infection tuber- 
culeuse d’épreuve a cause de leur pouvoir de dispersion, de la 
durée de leur persistance dans l’organisme et des lésions 
bénignes qu’elles déterminent chez le cobaye et le lapin, soil 
demblée dés leur premier isolement, soit aprés un certain 
nombre de réensemencements sur les milieux artificiels. 


Pouvoir prémunisant de la souche Béc. 


Nous avons, dans un mémoire antérieur (Ces Annales, 51, 
novembre 1933, p. 591), décrit les principaux caractéres biolo- 
giques de cette souche de bacilles tuberculeux dont les colonies 
se sont présentées sous la forme lisse et sous la forme 
rugucuse. 

D’apres les dosages effectués peu aprés son isolement par 
A. Bonnefoi, dans le laboratoire de M. Machebeeuf, que nous 
tenons a remercier, les bacilles des colonies lisses se différen- 
ciaient de ceux des colonies rugueuses par une teneur plus 
élevée en lipides. Le rapport des lipides aux substances non 
lipidiques desséchées était de 1,46 pour les colonies lisses et 
de 0,35 pour les colonies rugueuses. 

Au cours des réensemencements des deux variantes de ce 
bacille, effectués pendant deux ans sur pomme de terre glycé- 


(4) Nous remercions M. Bablet de l’examen qu’ a bien voulu faire de nos 
piéces. 
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rinée, nous avons observé un affaiblissement de leur pouvoir 
pathogéne. Au bout de cette période, la variante rugueuse ne 
donnait au cobaye aucune lésion des organes aprés inoculation 
sous-cutanée de 1 milligramme et, irrégulitrement, quelques 
trés rares tubercules spléniques & la dose de 10 milligrammes. 
La variante lisse a perdu toute virulence pour le Lapin et la 
Poule. De nouveaux dosages effectués avec les souches ainsi 
atténuées ont montré que le rapport des lipides aux substances 
non lipidiques desséchées n’était plus que de 0,190 pour la 
variante lisse et de 0,155 pour la variante rugueuse. 

Depuis lors, la variété rugueuse au cours de ces réensemen- 
cements successifs a oscillé entre l’aspect lisse et laspect 
rugueux. 

Au moment ow les deux variantes lisse et rugueuse de cette 
souche élaient nettement différenciées par leur aspect et leur 
teneur en lipides et ou elles avaient presque perdu tout pouvoir 
pathogéne, nous avons comparé leur pouvoir prémunisant 
vis-a-vis d'une infection tuberculeuse expérimentale du cobaye 
et du lapin. 


EXPERIENCES SUR LES COBAYES. 


Expérience. — 8 cobayes ont regu par voie sous-cutanée, le 26 juillet 1933, 
20 milligrammes de la variante R de notre souche, 8 autresla méme dose de 
la variante S. Dans chaque lot, 2 cobayes ont été conservés comme témoins. 
Les autres animaux ainsi inoculés et 6 cobayes neufs sont éprouvés deux 
mois aprés par inoculation sous-cutanée de 0 milligr. 0005 dela souche viru- 
lente bovine Cernay. Ils sont tous sacrifiés quarante jours aprés l’inoculation 
d’épreuve. Chez les 2 cobayes inoculés avec Ja variante R et non éprouvés, 
l'un n’a aucune lésion des organes, l'autre 3 tubercules sur la rate. Les 
2 cobayes inoculés avec la variante S el non éprouvés ne présentent aucune 
lésion. Les cobayes témoins ont de trés nombreux tubercules spléniques. 
Ceux-ci sont beaucoup plus rares sur les mémes organes des cobayes préa- 
lablement inoculés avec les variantes R et S de notre souche, mais particu- 
liérement chez ceux qui ont recu l'injection de la variante S : 1 A 6 tubercules 
chez 4 animaux, aucune lésion splénique chez 2. 


ExpknieNceE. — 9cobayes ont recu par voie sous-cutanée, le 8 décembre 1933, 
10 milligrammes de la variante S de la méme souche, et 18 autres la méme 
dose de la variante R. Dans chaque lot, 3 cobayes ont été conservés comme 
témoins. Les autres animaux ainsi inoculés et 5 cobayes neufs sont éprouvés 
six semaines apres, le 25 janvier 193%, par inoculation sous-cutanée de 
0 milligr. 0005 de la souche virulente bovine Cernay. 

Ils sont tous sacrifiés quarante-trois jours aprés l’épreuve virulente. Les 
3 cobayes inoculés avec la variante S et les 3 cobayes inoculés avec la 
variante R et non éprouvés présentent des abcés intramusculaires de la’ 
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cuisse et des ganglions sous-lombaires légérement hypertrophiés sans 
lésions des organes. 

Les 5 cobayes témoins non préparés inoculés avec la bovine Cernay ont de 
gros ganglions inguinaux et sous-lombaires, leur rate présente de 20 a 
25 tubercules. 

Chez les 6 cobayes préalablement préparés avec la variante S de la 
souche Béc., les ganglions inguinaux et sous-lombaires ont des dimensions 
moitié moindres. 4 d’entre eux n’ont aucune lésion sur leur rate, le cin- 
quiéme a une granulation et le sixitme deux petites granulations. 

Les 9 cobayes préalablement inoculés avec la variante R, puis éprouyés 
avec la bovine Cernay, ont leurs ganglions inguinaux et sous-lombaires de 
volume sensiblement égal a celui des cobayes témoins. A part 2 cobayes 
dont la rate est indemne de toute lésion, les autres ont des tubercules plus 
gros et plus nombreux que ceux préparés avec la variante S: 1a 5 tuber- 
cules. L’un d’eux a quelques granulations sur les poumons. 


Dans ces deux séries d’expériences, les cobayes immunisés 
par inoculation sous-cutanée préalable de 10 milligrammes de 
la variante S de la souche Bec. ont donc présenté une résistance 
plus marquée & une infection virulente d’épreuve réalisée par 
la méme voie avec 0 milligr. 0005 d'une souche bovine viru- 
lente, que les cobayes immunisés de la méme facon et avec la 
méme dose de la varianle R de la méme souche. 


EXp&RIENCES SUR LES LAPINS. 


Exerrience. — Le 26 juillet 1933, nous avons inoculé, dans la veine de 
6 lapins, 10 milligrammes de la variante lisse dela souche Béc., et a6 autres 
la méme dose de la variante rugueuse de la méme souche. Deux mois 
apres, ces 12 animaux sont éprouvés, ainsi que 6 lapins témoins, par inocula- 
tion intraveineuse de 0 milligr. 0005 de la souche virulente bovine Cernay. 
Tous ces animaux sont sacrifiés quarante jours aprés l’inoculation d’épreuve. 
Les animaux témoins présentent de nombreux tubercules pulmonaires. Les 
lapins qui ont recu préalablement les variantes lisses et rugueuses en ont 
beaucoup moins, mais ceux d’abord traités par la variante lisse n’ont que 
2 ou 3 granulations sur chaque poumon, alors que chez les lapins inoculés 
en premier lieu avec la variante R, les granulations sont plus nombreuses, 
quoique plus rares que chez les lapins témoins. 


Expgérience. — 2 lapins recoivent dans la veine, le 8 décembre 1933, 16 milli- 
grammes de la variante lisse de la souche Béc., et 2 autres la méme dose de 
la vyariante R. 

Le 25 janvier 1934, ils sont éprouvés ainsi que 2 témoins neufs, par inocula- 
lion intraveineuse de 0 milligr. 0005 de la souche bovine Cernay. Ils sont tous 
sacrifiés le 8 mars suivant. 

Les 2 témoins ont de 15 4 20 granulations sur chaque poumon et 4 granu- 


lation sur chaque rein. 
Les lapins immunisés par inoculation préalable de la variante S pré- 
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sentent, l'un une granulation sur un poumon et quelques granulations sur 
les reins, l'autre 2 granulations sdr un poumon et aucune lésion aux reins. 
Ceux préalablement préparés par inoculation de la variante R présentent 3 a 
4 granulations sur chaque poumon. 


Comme pour les cobayes, il semble que les lapins immunisés 
avec la variante lisse de la souche Béc. présentent une résis- 
tance A une infection virulente d'épreuve légerement supérieure 
a celle conférée aux lapins par la méme dose de la variante 
rugueuse de la méme souche. 

Ces constatations sont & rapprocher de celles faites plus 
récemment par K. Birkhaug [7] et par A. Saenz et L. Costil [8] 
avec le BCG. 

Nous avons ensuite recherché si les propriétés immunisantes 
de la souche lisse Béc. persistaient aprés cing années de réense- 
mencements sur les milieux artificiels. 


Exp&éRIENCE. — 7 cobayes ont recu le 25 juillet 1935, sous la peau, 410 milli- 
grammes de la variété lisse de la souche Béc. Six semaines apres ils ont été 
éprouvés, ainsi que 6 témoins, par inoculation sous-cutanée de 0 milligr. 002 
de la souche bovine Vallée. Les lésions ganglionnaires des cobayes prémunis 
étaient 4 peu prés semblables a celles des témoins. Mais chez les cobayes 
qui avaient recu préalablement injection de la variété lisse Béc., 3 avaient 
une rate normale et 1 une grosse rate sans lésions, 3 un seul tubercule surla 


rate, et 1 six tubercules, alors que les rates des cobayes témoins présen- 
taient de nombreux tubercules. 


Aprés plusieurs années de culture sur pomme de terre gly- 


cérinée, la souche lisse Béc. a donc conservé le méme pouvoir 
immunisant. 


PoUVOIR PREMUNISANT DE DIFFERENTES SOUCHES 
DE BACILLES TUBERCULEUX A COLONIES LISSES 
QUI N’ONT PAS FAIT RETOUR A LA VARIGTE RUGURUSE VIRULENTE 
POUR LE COBAYE. 


Nous avons utilisé la souche A, isolée par l'un de nous avec 
A. Troisier [9] des urines d’un malade atteint de fiévre typhoide 
et & cuti-réaction positive et la souche 11-84, isolée d’un 
cobaye neuf par l’extrait acétonique. 

Les bacilles de la souche A se développent dans Ja profon- 
deur du milieu de Sauton et l'acidifient, sensibilisent le cobaye 
& la tuberculine jusqu’a la dilution de 0 milligr. 0001. Par ino- 


BACILLES TUBERCULEUX A COLONIES LISSES 615 


culation sous-cutanée au cobaye de 0 milligr. 1 & 10 milli- 
grammes, ils ne donnent & cet animal que des lésions locales. 
Au moment de leur isolement, ils tuaient le lapin en quatre & 
cing semaines par inoculation intraveincuse de 4 milligramme 
avec une congestion intense des poumons, du foie et de la rate 
qui présentaient un semis de petites granulations et conte- 
naient de nombreux bacilles. Les poules inoculées dans la veine 
avec 1 milligramme et 0 milligr. 01 de cette souche, sacrifiées 
au bout de quatre & six semaines, avaient un foie et une rate 
congestionnés, avec de nombreux bacilles acido-résistants. 
Aprés quelques réensemencements de cette souche sur pomme 
de terre glycérinée, son pouvoir pathogéne, pour le lapin et la 
poule, a complétement disparu. 

La souche 11-84 n’a donné que des abcés au point d’inocu- 
lation chez les cobayes inoculés sous la peau de la cuisse avec 
0 milligr. 01 et 4 milligramme. Les lapins inoculés dans la 
veine avec 0 milligr. 01 et 1 milligramme ont survécu. Sacrifiés 
plus de deux mois aprés l’inoculation, ils ne présentaient qu'une 
hypertrophie de la rate, surtout prononcée chez les animaux 
qui avaient regu 4 milligrarame. Les poules inoculées dans Ja 
veine avec 0 milligr. 01 et 1 milligramme ont également sur- 
vécu. Elles ont été sacrifiées deux mois aprés leur inoculation, 
et ne présentaient aucune lésion. Seule, la poule qui avait 
recu 1 milligramme avait des bacilles nombreux dans la rate, 
rares dans le foie. 

W. Schaefer, qui a bien voulu examiner ces deux souches 
au point de vue de leurs caractéres sérologiques, et que nous 
tenons & remercier ici de son obligeance, a classé la premiére 
dans le groupe qu'il distingue des bacilles aviaires par son 
antigéne spécifique et la seconde dans le groupe aviaire. 


Exptrience. — Le 26 septembre 1934, 10 cobayes regoivent sous la peau 
10 milligrammes de la souche A et 10 autres cobayes 10 milligrammes de 
la souche 11-84. Le 3 novembre 1934, ils sont éprouvés, ainsi que 5 témoins, 
par inoculation sous-cutanée de 0 milligr. 001 de la souche humaine V. trés 
virulente. 

Tous ces animaux sont sacrifiés le 20 décembre suivant. 

Les cobayes témoins ont de gros ganglions inguinaux et sous-lombaires 
caséeux, leur rate est couverte de tubercules, d’autres ont quelques tuber- 
cules sur le foie et les poumons. 
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Dans le lot prémuni par la souche A, les lésions des ganglions sont sensi- 
blement égales a celles des animaux témoins, quoique un peu moins 
prononcées, 7 n’ont aucune lésion de la rate; 2 de ces derniers ont 1 ou 
2 granulations sur les poumons; les autres présentent de 1 a 3 tubercules 
‘sur la rate, 4 seul de ces derniers a quelques granulations sur les 


poumons. 

Dans le lot prémuni par la souche 11-84, si les lésions ganglionnaires ne 
different guére de celles des cobayes témoins, 4 cobayes n'ont aucune lésion 
«ies organes, les autres ont de 1 4 4 tubercules sur la rate; 2 de ces derniers 
ont quelques rares granulations sur les poumons. 


L'inoculation sous-cutanée de 10 milligrammes de chacune 
de ces souches A des cobayes leur a done donné une résistance 
manifeste 4 une infection virulente d’épreuve. 

Dans une autre série d’expériences, nous avons comparé 
les propriétés prémunisantes de la souche A avec celles 


dle la souche Béc. lisse et de la souche aviaire Truche (variété 
lisse). 


Expérience. — Le 25 juillet 1935, 10 cobayes regoivent sous la peau 10 mil- 
ligrammes de la souche A, 10 autres la méme dose de la souche Béc. et 
10 autres 10 milligrammes de la souche aviaire Truche. 

Le 10 septembre, dans chaque lot, 5 cobayes sont éprouvés, ainsi que 
5 cobayes témoins par inoculation sous-cutanée de 0 milligr. 001 de la souche 
humaine C. 

Tous Jes animaux ont été sacrifiés le 21 novembre. 

Dans tous les lots, les lésions ganglionnaires inguinales et sous-lombaires 
étaient sensiblement égales 4 celles des témoins. 

Parmi les animaux éprouvés avec la souche bovine Vallée, les témoins 
avaient 8 a 10 tubercules sur leurs rates. Parmi ceux prémunis avec la 
souche A, 1 seul avait 5 tubercules sur la rate; dans le lot préparé avec la 
souche Béc. 41 seul avait 4 tubercule sur la rate; dans celui préparé avec 
la souche ayiaire, 4 seul avait 1 gros tubercule sur la rate et des lésions 
épiploiques. 

Dans le lot des animaux éprouvés avec la souche humaine C, les témoins 
et les prémunis avaient les mémes lésions ganglionnaires. Les témoins 
avaient de 8 4 10 tubercules sur leur rate, et 2 des granulations sur le foie 
et les poumons. Parmi ceux préparés avec la souche A, aucun n’ayait de 
lésions des organes; dans le lot prémuni par la souche Béc., 4 seul avait 
S granulations sur la rate et 1 autre une grosse rate; dans celui préparé 
avec la souche aviaire, les 2 seuls survivants avaient leur rate normale. 


D’aprés ces derniéres expériences, les prupriétés prémuni- 
santes des souches A. et Béc. s’exercent aussi bien a l’égard 
d’une infection expérimentale d’origine humaine que d’origine 
bovine et ne dilférent sensiblement pas de celles d’une souche 
aviaire authentique. | 
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Povuvoir IMMUNISANT DES BACILLES TUBERCULEUX 
A COLONIES LISSES TUES PAR LA CHALEUR. 


W.-P. Soper, L.-K. Alpert et M.-J. Adams [10} ont vac- 
ciné plusieurs lots de lapins par injection sous-cutanée de 
1 milligr. 5 de BCG ou de 1 milligr. 5 de bacilles de la souche 
bovine B, a colonies lisses tués & 100° ou de 4 milligramme de 
bacilles humains (H,,). Six semaines plus lard, tous ces animaux 
et des témoins ont recu par la voie méningée environ 800 bacilles 
bovins virulents. 

Les animaux vaccinés par les bacilles S tués parurent 
résister mieux 4 cette épreuve que les lapins vaccinés par le 
BCG ou par les bacilles humains vivants. 

F. Van Deinse [41] a constaté que les bacilles tuberculeux a 
colonies Jisses, tués par la chaleur et injectés & plusieurs reprises 
dans la veine et sous Ja peau de lapins, immunisent ces ani- 
maux contre une infection réalisée par voile veineuse avec le 
bacille homologue, mais non contre une infection déterminée 
par un autre type de bacille. 

Nous avons, de notre co!é, essayé de nous rendre compte si 
des bacilles de souches a colonies lisses présentent aprés chaulf- 
fage, un pouvoir immunisant supérieur & celui des bacilles des 
colonies rugueuses. On sait que les bacilles tuberculeux des 
mammiféres tués par la chaleur ne conférent aux animaux 
auxquels ils sont injectés, qu'une résistance peu marquée et 
trés passagére ou nulle a une infection virulente d’épreuve. 


Expérience. — Le 22 mars 1934, 10 cobayes recoivent sous la peau 20 milli- 
grammes de bacilles de la souche A, chauffés une heure a 70°, et 10 autres 
cobayes la méme dose de bacilles de type humain 4 colonies rugueuses 
soumis au méme trailement. 

Un mois aprés, tous ces animaux ainsi que 6 cobayes neufs témoins, ont 
été éprouvés par inoculation sous-cutanée de 0 milligr. 0001 de la souche 
bovine Cernay. 

Ils ont tous été sacrifiés six semaines plus tard. 

Tous les cobayes préparés avec les souches lisse A et humaine rugueuse 
chauffées et les cobayes témoins avaient des lésions 4 peu prés semblables 
des ganglions inguinaux et sous-lombaires et des tubercules assez nombreux 
sur leur rate. Cependant, les ganglions inguinaux et sous-lombaires des 
cobayes préalablement inoculés avec la souche lisse étaient, d'une fagon 
générale, moins volumineux,que ceux des deux autres lots, et leurs lésions 


spléniques un peu moins prononcées. 
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Expérience. — 2 lapins ont recu dans la veine 20 milligrammes de la souche 
lisse, chauffée 1 heure a 70°, et deux autres 20 milligrammes de la souche 
humaine rugueuse, chauffée une heure a 70°. 

Un mois apres, ces 4 lapins ainsi que 2 lapins témoins neufs ont été éprouvés 
par inoculation intraveineuse de 0 milligr. 001 de la souche bovine Cernay. 

Tous ces lapins ont été sacrifiés deux mois aprés l’inoculation virulente 
d’épreuve. Tous présentaient sur leurs poumons un nombre sensiblement 
égal de tubercules, sans lésions des autres organes. 


Si, chez les cobayes, nous avons constaté une légére différence 
en faveur de ceux préalablement inoculés avec les bacilles de 
la souche lisse tués par chauffage, les lapins préparés avec les 
bacilles de la souche lisse et de la souche rugueuse, soumis au 
méme traitement, se sont comportés comme les témoins vis-a-vis 
d’une infection virulente d’épreuve. 


Conclusions. 


L’inoculation sous-cutanée ou intraveineuse au cobaye et au 
lapin de variétés lisses de bacilles tuberculeux, isolés par 
Vextrait acétonique de bacilles de Koch de produits patholo- 
giques humains ou de cobayes neufs, d’emblée peu pathogénes 
ou artificiellement atténués par réensemencements successifs 
sur les milieux de culture, provoque chez ces animaux une infec- 
tion bénigne, dont les manifestations histologiques sont transi- 
toires, mais qui parait se prolonger plus longtemps par la pré- 
sence des bacilles dans l’organisme. A la suite de cette infection 
passagére, provoquée par les variétés lisses de bacilles tubercu- 
leux, le cobaye et le lapin présentent une résistance manifeste 
a une infection tuberculeuse d’épreuve. Cette résistance est plus 
marquée aprés inoculation de la variété lisse que de la variété 
rugueuse avirulente de la méme souche de bacilles tuberculeux. 

Ce pouvoir prémunisant plus marqué de la variété lisse, 
dépend peut-étre de sa composition chimique spéciale, puisque 
sa teneur en lipides est plus élevée que celle des bacilles de 
la variété rugueuse correspondante, comme nous I’avons cons- 
taté avec A. Bonnefoi. 

Il est intéressant, & ce sujet, de noter, sans en tirer pour le 
moment aucune conclusion, que les bacilles tuberculeux qui 
ont jusqu’a présent, donné les résultats les plus démonstratifs 
au point de vue de leur pouvoir vaccinant, sont le bacille 
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homogéne d’Arloing et le bacille bilié de Calmette et Guérin. 
Or, le bacille homogéne d’Arloing, parait étre une variété lisse 
de bacilles tuberculeux, sélectionnée par sa culture en profon- 
deur dans un milieu liquide, et le bacille BCG de Calmette et 
Guérin, & la suite de son maintien pendant un grand nombre 
dannées en milieu bilié, se distingue, d’aprés Chargaff, des 
bacilles tuberculeux 4 colonies rugueuses de types humain et 
bovin par une teneur plus élevée en lipides, comme les variétés 
lisses de bacilles tuberculeux. 

Quels que soient leurs origines ou leurs caractéres, qu’elles 
alent fait retour ou non & la variété rugueuse virulente pour le 
cobaye, toutes les souches de bacilles tuberculeux a colonies 
lisses que nous avons étudiées ont présenté, a de faibles varia- 
tions prés, le méme pouvoir prémunisant contre une infection 
tuberculeuse provoquée par des bacilles virulents de types 
humain et bovin. 

Ces propriétés semblent s’étre maintenues intactes aprés plu- 
sieurs années de réensemencements de la souche lisse Béc. sur 
les milieux artificiels. 

Lorsqu’ils ont été soumis & un chauffage d’une heure a 70°, 
les bacilles des colonies lisses paraissent, comme ceux des 
colonies rugueuses, perdre Ja plus grande partie de leur pouvoir 
immunisant. 

BIBLIOGRAPHIE 


[4] L. Neere, J. Vactis, F. van Deinse et J. Burrens. La Presse Médicale, 24 dé- 
cembre 1932, p. 1246. 
L. Nore, J. Vattis et F. van Detnse. La Presse Médicale, 23 septembre 
4933, p. 1471. 
[2] L. N&orz, J. Vattis et A. Bonneror. C. R. Soc. de Biol., 144, 2 décembre 
1933, p. 1060. 
[3] L. N&ere et J. Brerey. C. R. Soc. de Biol., 118, 26 janvier 1935, p. 295. 
[4] A. Saenz, L. Costin et M. Savertin. C. R. Soc. de Biol., 118, 16 février 1935, 
p. 643 et 645 ; 149, 20 juillet 1935, p. 1286; 120, 19 octobre 1935, p. 300. 
(5) L. Neore, J. Vactis et Guy Larocue. C. R. Soc. de Biol., 108, p. 482. 
L. Ngocre et J. Vartis, Ces Annales, 54, novembre 1933, p. 591. 
[6] Max Pinner. American Review of Tubercul., octobre 1930. 
7| K. Binknauc. C. R. Soc. de Biol., 149, 25 mai et 1° juin 1935, p. 370 et 472. 
8] A. Saenz et L. Costin. C. R. Soc. de Biol., 116, 21 juillet 1934, p. 1265. 
9] L. Nkere et J. Trorster. C. R. Soc. de Biol., 4419, 22 juin 1935, p. 820 et La 
Presse Médicale, 9 novembre 1935, p. 1745. 
(10) W. B. Soper, L. K. Avezert et M. J. Avams. Amer. Rev. of Tuberc., 28, 
novembre 1933, pP. 667. 
\41| F. van Detnse. C. R. Soc. de Biol., 120, 4 janvier 1936. 


LA MALADIE DE BANG EN YOUGOSLAVIE 
CHEZ L’HOMME 


par T. V. SIMITCH et M. DJOURICHITCH. 


(Institut de bactériologie de Beograd.) 


Dans un article précédent, nous avons exposé les résultats 
de nos recherches sur la question de la maladie de Bang chez 
le bétail, dans notre pays. Ici, nous voudrions montrer |’impor- 
tance de Brucella abortus dans la pathologie de l’homme. 
Mais avant de faire cet exposé, nous indiquerons sommaire- 
ment les conceptions actuelles sur cette question. 

Bien que les avortements contagieux, chez le bétail, soient 
connus depuis longtemps (Lehnart, Nocard, etc.) et que 
lagent de cette maladie chez les bovins ait été découvert, 
depuis 1896, par Bang et Striborth, néanmoins, chez l'homme, 
les cas de maladie provoqués par ces micro-organismes n’ont 
pu étre établis avec certitude avant 1911. Les raisons en 
doivent résider d’une part, dans le fait que cette maladie 
était, dans la plupart des cas, confondue avec d’autres (étant 
donnée la grande ressemblance de ses sympldmes cliniques 
avec le tableau clinique de certaines autres affections) et, 
d’autre part, en ce que la réaction d’agglutination qui permet de 
faire le diagnostic avec une certaine certitude n’a commencé 
4 étre appliquée systématiquement que ces derniers temps. 

Depuis 1911, époque ot commence la seconde phase de nos 
recherches sur la maladie de Bang, il est paru un nombre 
toujours plus grand de publications exprimant d’une maniére 
de plus en plus déterminée l’avis que certaines épidémies 
aussi bien que des cas sporadiques sont provoqués par des 
Brucella du type bovin. Les premiéres communications dans 
ce sens ont été faites aux Etats-Unis ow l’on a constaté des cas 
de maladie parmi des enfants nourris de lait frais de vaches 
atteintes de la maladie de Bang. La guerre mondiale mit 
cette question quelque peu a l’écart, mais depuis 1924 on 
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signale un nombre toujours plus grand de cas provoqués, 
par le bacille de Bang. La valeur des communications publiées 
jusqu'ici est sans doute importante et une critique scientifique 
sévere ne saurait contester aujourd’hui qu’elles présentent assez 
d’arguments scientifiques & l’appui de la possibilité de la conta- 
gion de Bang chez homme. 

On ne peut accueillir sans réserves les publications d’Italie, 
de France et d’Espagne, relatives & l’apparilion assez fréquente 
depuis ces derniers temps de la fiévre ondulante car dans ces 
pays le diagnostic différentiel entre ces deux maladies est d’une 
grande difficulté. En effet, méme dans les cas ot la pré- 
sence de la chévre ne pouvait étre prouvée et oi de nombreux 
faits semblaient montrer clairement l’existence d’une liaison 
causale entre les cas de maladie parmi les hommes et les avor- 
tements conlagieux parmi les bovins, on n'a pu éliminer 
complétement les doutes sur |’exactitude du diagnostic. 

Dans des pays tels que le Danemark, la Suede et l Allemagne, 
ot il ne saurail en général étre question de la fiévre ondulante, 
on est entré cependant, surtout depuis 1928, par la conslatation 
de certains cas de maladie et par l'application systématique de la 
réaction d’agglutination, dans une nouvelle phase de l'étude 
de la maladie de Bang. La grande importance que cette ques- 
tion peut avoir pour différents pays, ressort le mieux des 
ouvrages publiés parexemple au Danemark etaux Etats-Unis et 
d’aprés lesquels on devrait consacrer a la maladie de Bang (eu 
égard au nombre de cas) la méme attention qua la fiévre 
typhoide. Dans le seul but d’étudier et de combattre cette 
maladie, les Etats-Unis ont désigné une commission spéciale, 
et mis & sa disposilion un crédit de 7 millions de dollars. 

Les communications publiées dans les pays du nord de 
Europe attirerent sur ce probléme l’attention des pays du 
bassin méditerranéen. Les recherches faites dans ces pays 
et communiquées pour la plupart en 1932 au Congrés de 
l' Hygiene des pays médilerranéens, firent ressortir l’im portance 
incontestable de ce probléme, pour ces derniers. Malheureu- 
sement, & ce Congres, ot des rapports furent présentés par 
presque tous les pays intéressés, il manquait seulement un 
rapport yougoslave. Ce fait conslitue une des raisons qui nous 
ont conduits & examiner en détail cette question dans notre pays. 
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Sur les cas de maladie de Bang chez l’homme en Yougo- 
slavie, il existe encore moins,de renseignements que sur la 
contagion du bétail. Dans la littérature que nous avons pu 
recueillir, nous n’avons trouvé qu’un seul cas, décrit par 
J. Vrtovelz (publié dans le Zdravnichi Vesnik, 1930). Pour ces 
raisons, et en raison du fait qu’au cours de nos recherches 
antérieures, nous avions constaté l’existence de cette contagion 
chez le bétail dans certaines régions de notre pays, notre tra- 
vail ultérieur consistait principalement a obtenir un tableau, 
fat-il approximatif, de l’expansion de la brucellose dans notre 
population. Nous voulions en méme temps examiner les formes 
sous lesquelles cette contagion apparait chez nous (cas mani- 
festes ou latents), en particulier dans les régions les plus 
menacées, quant au mode de propagation de cette maladie. 

Mais comme, dans ces travaux, nous devions prendre les 
résultats de la réaction de l'agglutination pour base de nos 
conclusions, nous avons essayé au préalable de contrdéler 
sa valeur, cest-a-dire sa spécificité chez Vhomme. Afin de 
résoudre cette question, il était nécessaire de contrdler tout 
d’abord si le sang normal des sujets humains de nos milieux 
contenait des agglutines pour le bacille de Bang. A cet effet, 
nous examinames le sang d’une trentaine d’enfan!s au-dessous 
d'un an. Le tableau ci-joint montre que dans aucun de ces 
cas nous n’avons obtenu une réaction positive, ce qui nous 
permet de conclure que le sang humain normal nagglutine 
pas en général les Brucella. 


Tasieau I. 


NOMBRE RESULTATS 


de sangs des enfants 


examings 


positifs at négatifs 


_ 


40. 


Quant a la solution de la deuxiéme question, (spécificité), nous 
espérions pouvoir la trouver tout d’abord dans la réaction du 
sang de malades alteints d’autres maladies contagieuses, en 
controlant si le sang de ces malades ne contenait pas aussi 
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TaBLEau II. 


LE SANG 
LE SANG AGGLUTINE n’agglutine 


pas 


n 
a 
oO 
g 
58 
ae 
ao © 
am 
SO 
fo) 
a 


Tuberculeux. .. . 
Syphilitiques .. . 
Typhiques 

Femmes enceintes. 


d’agglutinines pour le bacille de Bang. Eu égard au phéno- 
méne déja constaté d’agglutination de groupe pour différentes 
sortes de bactéries, aussi bien qu’a l’apparition fréquente de 
certaines contagions dans notre milieu, nous considérions que 
les malades atteints de fievre typhoide, de tuberculose et de 
syphilis devaient entrer principalement en ligne de compte. 

Le tableau Il montre que nous avons examiné au total 
le sang de 87 tuberculeux, parmi lesquels il y avait des 
malades avec ou sans tempéralure élevée, atteints de tuber- 
culose chronique, ouverte, etc., 84, c’est-a-dire 96,55 p. 100 de 
ces malades n’agglutinaient pas Je bacille de Bang. Dans 2 cas 
(2,3 p. 100), agglutination s’élevait 41/20 et dans un cas a 
1/40 (1,15 p. 100). Il ressort clairement de ces chiffres que le 
sérum des tuberculeux ne contient pas d’agglutinines non spé- 
cifigues pour le bacille de Bang et qu’au point de vue du dia- 
gnostic différentiel, cette maladie n’entre pas en ligne de 
compte, cela d’autant plus que pour le diagnostic de la conta- 
gion de Bang, chez homme, on prend comme titre limite 
minimum 1/100. 

Chez les syphilitiques, les résultats sont semblables. Sur 718 
sérums de syphilitiques (voir tableau II), 3 seulement ont 
ageluting a 1/10 0, 2 4 1/200 et 713 (99,24 p. 100) n’ont pas 
réagi, ou bien ont donné une agglutination tellement insigni- 
fiante qu'elle ne saurait pratiquement étre prise en considé- 
ration. Il en ressort que le sérum des syphilitiques ne contient 
pas non plus d’agelutinines non spécifiques. On peut l’affirmer 
d’autant plus aisément, que dans les 5 cas ott le titre a été égal 
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ou méme au-dessus de la « zone-limite probante » (1/100), les 
données anamnestiques n’excluaient pas la possibilité d'une 
contamination antérieure par des bacilles de Bang, car un des 
malades (un Russe) aurait déja présenté une maladie semblable 
a la fiévre récurrente (température ondulante) et deux autres 
des accés de malaria (ce qui n’exclut pas non plus la maladie 
de Bang, la malaria n’ayant pas été prouvée microscopique- 
ment). 

Enfin, il ressort du tableaulIl que, sur 463 sérums de malades 
atteints de fiévre typhoide, 13 seulement (2/8 p. 100) agglu- 
tinaient le bacille de Bang & la dilution de 1/100 et au-dessus, 
tandis que 450 (97,2 p. 100) n’agglutinaient point ou aggluti- 
naient seulement a des dilutions trés faibles. 

La question de savoir si les agglulinations 4 un titre de 
4/100 et au-dessus, que nous trouvons dams ces cas, sont posi- 
tives, peut aujourd'hui étre trés difficilement résolue avec 
une certitude absolue. Afin de la résoudre, on devrait étudier 
exactement chaque cas séparé; or, ceci est impossible & l’heure 
actuelle. 

Nous croyons que, dans ce cas, les réactions positives 
obtenues avec le bacille de Bang sont une conséquence d’une 
brucellose subie antérieurement. Nous fondons notre point de 
vue sur les fails suivants : 

1° L’anamnése de ces 13 malades, bien qu’incompleéte, 
n’exclut pas l’existence antérieure d’une contagion par la 
maladie de Bang, étant donné le genre d’occupations de ces 
malades paysans. 

2° Les sérums agglutinants d’un titre élevé, préparés avec 
des bacilles des groupes typhique et paratyphiques n’agelu- 
linenl pas en général les bacilles de Bang. De méme, les 
sérums obtenus a l'aide de Brucella abortus et melitensis se 
sont montrés complétement inactifs contre les bacilles typhi- 
ques et paralyphiques. Or, ceci aurait été impossible si: les 
antigénes des bacilles typhiques et des brucelles possédaient 
quelque composant commun. 

En conséquence, nous pensons que notre hypothése selon 
laquelle dans Jes cas sus-mentionnés on ne saurait parler de 
co-agelutinines, mais seulement d’anticorps agglutinants spéci- 
fiques, est beaucoup plus vraisemblable. % 
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En rapport avec cela, il faudrait éclaircir encore une ques- 
tion. D’aprés les expériences de Kamada, les agglutinines non 
spécifiques apparaissent dans le sérum des femmes enceintes 
en telles quantités qu’on ne saurait leur appliquer la réaction 
d’ageglutination pour le diagnostic de la maladie de Bang, 
ou si on lapplique, on doit le faire avec la plus grande pru- 
dence. Les agglutinations positives obtenues & l'aide de sérums 
de femmes enceintes, suivant Kamada, ne sont pas dans la 
grande majorité des cas des réactions antigenes spécifiques, 
mais seulement une sorle de réaction provoquée par l’alté- 
ration du sérum par suite des processus physico-chimiques 
non spécifiques se produisant dans |l’organisme. 

Dans ce but, nous avons examiné le sang de 60 femmes 
enceintes (v. tableau Il), dont 56 donnérent une réaction com- 
plétement négative; 2 seulement ont agglutiné a 1/40 et 2a 
1/160. 

Ainsi, un nombre minimum de ces sérums ont réagi posili- 
vement; mais, a notre avis, ces réactions positives ne peuvent 
pas étre interprélées dans le sens des conceptions de Kamada. 
Premiérement, en raison du fait que nous avons constaté 
aussi, & l'occasion d’autres examens (de sérums provenant de 
typhiques et de syphilitiques) qu'un nombre insignifiant de 
sérums peuvent donner des réactions faiblement positives; 
en oulre, ayant trouvé, 4 l'occasion de nos examens sur des 
enfants, que les sérums normaux n’agglulinent pas, en général, 
les bacilles de Bang, nous sommes d’avis que ces réactions 
positives peuvent, elles aussi, étre considérées comme la 
conséquence de quelque infection latente antérieure. Deu- 
xiémement, dans Jes deux cas ot nous avons obtenu une 
réaction quelque peu plus forte (titre 1/160), il s‘agissait, 
dans l’un d’une paysanne, par conséquent, méme si celle-ci 
niait avoir souffert d’une affection semblable a Ja maladie de 
Bang dans le passé, on ne peut exclure complétement la possi- 
bilité d’une contagion latente. Dans l'autre cas, o& il s’agissait 
de la femme d'un tailleur, il n’a pu étre constaté anamnesti- 
quement rien de douleux et, par conséquent, il nous est 
impossible de donner une explication plus ou moins sire de 
apparition d’agglutinines dans son sérum. Néanmoins, nous 
pensons, en tenant compte des autres résultats, que ce 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 56, n° 6, 1936. 4l 


626 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


seul cas peu clair ne saurait aucunement diminuer la valeur 
de nos conclusions. 

D’aprés les résultats exposés ci-dessus, nous pensons qu'on 
est en droit de conclure que la réaction d’agglutination est 
suffisamment spécifigue pour le bacille de l’avortement et que, 
comme telle, elle peut éltre employée pour le diagnostic de 
la maladie de Bang. 

Afin d’avoir maintenant un tableau plus démonstratif de l’exis- 
tence de la contagion par le bacille de Bang chez les habitants de 
nos régions, nous avons complété nos recherches par une 
série d’examens de sang, spécialement sur des personnes qui, 
par la nature de leurs occupations (personnel des abattoirs, 
vétérinaires) sont le plus exposées a la contagion par ces baeilles. 
Nous avons effectué, en tout, 1.481 examens & l’occasion des- 
quels nous constatémes, dans 21 cas, une réaction positive 
avec un titre minimum de 1/100. Bien que le matériel pour 
ces examens ait été prélevé, dans la majorité des cas, sur des 
habitants de Belgrade et de ses environs immédiats et éloi- 
enés, néanmoins, les résultats obtenus disent clairement que 
lexistence de cette contagion dans notre population ne saurait 
étre niée. Seulement, nous devons avouer que les renseigne- 
ments recueillis et les constatations faites ne permettent pas 
d’avoir un tableau net de l’extension de cette maladie dans 
le pays et les formes qu'elle revét. 

Pour avoir une idée plus exacte sur ce sujet, nous avons 
étudié cette question quant au mode de transmission de la 
maladie & sa source méme, c’est-a-dire dans les centres out elle 
sévit le plus parmi le bétail. 

Ayant constaté, lors de nos recherches antérieures, qu'il 
existe deux de ces centres dans notre pays — Belje (centre le 
plus important) et Karadjordjevo (centre d’importance beau- 
coup plus faible), nous avons concentré notre travail prin- 
cipalement dans ces deux domaines. Nous devons souligner 
immédiatement que, malgré la prévenance des Directeurs de 
ces domaines (nous exprimons en particulier nos vifs remer- 
ciements & M. le D* Grouitch), nous avons rencontré néan- 
moins de grandes difficullés dans notre travail. Le personnel 
employé s’opposait & toute intervention, et en particulier au 
prélévement de sang. Afin d’ obtenir les renseignements et le 
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matérie! nécessaires, nous dimes toujours nous rendre person- 
nellement dans ces domaines ce qui, naturellement, rendait 
difficile et ralentissait notre travail. 

Le personnel des deux domaines peut étre divisé en deux 
groupes principaux: personnel permanent et personnel saison- 
nier. Ce dernier groupe comprend, en particulier, les trayeurs 
gu’on n’embauche que pour la saison du plus grand travail, 
aprés quoi ils regagnent leur domicile. Le personnel des deux 
groupes s’occupe, en dehors de la traite, d'autres travaux 
afférents au bétail. Cette remarque est trés utile car ona déja 
constaté que les trayeurs sont fortement exposés a la contagion 
par le bacille de Bang. 

Avant de prélever le matériel nécessaire, nous fimes une 
enquéte auprés de la totalité du personnel, afin de recueillic 
des données anamnestiques. Dans les renseignements recueillis, 
nous n’avons pu trouver aucun fait qui confirmerait ]’existenee 
de la maladie de Bang. Presque tout le personnel nous déclara 
quwil s’élait senti auparavant et continué & se sentir en par- 
faite santé et quil n'avait jamais présenté des symptémes 
semblables & ceux que nous constatons chez des personnes 
contaminées par des bacilles de Bang. Seul un trayeur de 
Karadjordjevo s'est plaint d’avoir souffert qualre mois aupa- 
ravant de la malaria. La température anormale avait duré 
vingt-deux jours, mais le sang n’avait pas été examiné micros- 
copiquement. Un autre trayeur (du méme domaine) avait eu 
derniérement une lempérature anormale (pendant dix jours) 
et des douleurs dans les articulations. Le diagnostic resta 
cependant obscur. Nous ajouterons ici qu'il était interdit 
au personnel de boire du lait cru. Or, observation de cette 
interdiction ne pouvait étre exactement contrélée, ce qui est 
d’ailleurs compréhensible. Il est presque hors de doute que, 
malgré l’interdiction, le personnel buvait du lait cru. 

Au total nous avons fait 55 prélévements de sang parmi le 
personnel de ces domaines. Les résultats obtenus a aide de la 
réaction sérologique, sont exposés dans les tableaux III et LV. 
Les conclusions qui, pour ainsi dire, s’imposent & l'étude de 
ces tableaux, peuvent élre résumées comme suit: 

{° Malgré labsence de tout symptéme clinique, le sang de 
la grande majorité du personnel examiné réagit positivement 
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TABLEAU Ill. 


2 © ES 
3) 3 : 5 Be | 288 | 22 
re Peake S = Siem ese) Were OBSERVATIONS 
Sante 2 & fo | Fee] 2s 
Z a ep iat 
io} 
A | eZ Beljé. Trayeur. 0 
Onl eOance Beljé. Fermier. 0 Femme du n° 8. 
3 a OR Beljé. Trayeur. 4/20 
4} V. M. Beljé. Trayeur. 4/20 
Sl Ce A BY: Beljé. Trayeur. 4/40 
6] J. M. Beljé. Trayeur. 4/80 
DN aliases: Beljé. Trayeur. 4/80 
8) "EG. Beljé. Trayeur. 1/160 
| A: Beljé. Trayeur. 4/160 
‘Wa sie Cnegevo. Trayeur. 0 
M4 Cnegevo. Trayeur. 0 
12 Cnegevo. Trayeur. 0 
43 Cnegevo. Trayeur. 0 
V4 Socolovatz. Trayeur. 0 
15 Socolovatz. Trayeur. 0 
16 Socolovatz. Trayeur. 0 
AUT Socolovatz. Trayeur. 4/200 
18 Cosjac. Trayeur. 0 0 |Sain. 
19 Cosjac. Trayeur. 4/40 0 |Sain. 
20 Cosjac. Trayeur. 1/80 j+++ Con et mal 
e téte. 
24 Cosjac. Trayeur. 1/460 |++-+] Sain. 
22 Cosjac. Trayeur. 4/160 |+-++]Sain 
23 Cosjac. Trayeur. 4/160 + {Sain 
24 Cosjac. Trayeur. 4/320 + |Sain. 
25 Cosjac. Trayeur. | 3 ans. | 1/320 + |Sain. 
26 Cosjac. Trayeur. 1/640 | ++ |Sain. 
27 Cosjac. Trayeur. 1/640} + |Sain 
28 Chiriné. Trayeur. | 9 mois.] 41/40 + {Sain 
ig 29 Chiriné. Trayeur. | 3 ans. | 1/80 + |Sain. | 
30 Chiriné. Trayeur. |{8 mois.| 4/80 0 |Chez les vaches qui 
1K ont avorté, 
31 Chiriné. Trayeur. 9 mois.| 41/80 0 |Sain. 
32 Chiriné. Trayeur. 4 mois.} 1/160 0 |Sain. 
33 Chiriné. Trayeur. | 3 mois.| 4/160 0 |Sain. 
3% Chiriné. Trayeur. | 4 an. 1/320 |++-++]Sain. 
35 Chiriné. Trayeur. | 4 mois.| 1/640 | + 0 |Sain. 
36 Chiriné. Trayeur. | 7 mois.} 4/640 + jSain. 
37 Chiriné. Trayeur. 4 mois.| 1/640 |++-+]Sain. : 
38 Chiriné, Trayeur. | 8 mois.} 4/640 |+++]/Chez les vaches qui 
: : F ont avorté. 
39 Caradjordjevo.| Trayeur. | 5 ans. | 4/40 0 |Douleurs dans l’ab- 
do ; 
40 Caradjordjevo.| Trayeur. 3 mois.| 1/40 0 eta a 
4A Caradjordjevo.| Trayeur. | 2 ans. | 4/80 0 |Sain. 
42 Caradjordjevo.| Trayeur. | 3 mois.} 41/160 0 |Fiévre et douleurs 
dans les articula- 
, ; tions. 
43 Caradjordievo.| Trayeur. | 2 mois. 4/160 0 |Sain. 
44, Caradjordjevo.| Trayeur. | 3 mois.| 1/320 0 |Sain. 
45 Caradjordjevo.| Trayeur. | 3 ans. | 1/640 0 |Mentionne qu’il a eu | 
desattaquesde ma- } 


laria il y a quatre 
mois. 
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avec des bacilles de Bang. Cette réaction est dans presque 
50 p. 100 des cas d'une telle intensité, qu'elle peut étre consi- 
dérée comme la preuve que la contagion de Bang existe ou a 
existé antérieurement. 

2° En ce qui concerne l’intensité de réaction, il n’y a aucune 
différence entre le personnel permanent et le personnel sai- 
sonnier. 

3° Dans les deux cas précités de maladie constatés a Karad- 
jordjevo, un des malades avait été sans aucun doute contaminé 
par le bacille de Bang. En raison de l importance de l’aggluti- 
nation (1/640), on pourrait croire que les symptémes cliniques 
mentionnés ont été probablement provoqués par l’infection 
brucellique. 

4° Ainsi qu'il ressort du tableau IV, parmi les personnes. 


Tasteau JV. — Examen du sang des bouchers 
des abattoirs de Belgrade et Belje. 


NOMBRE 
SANG NOMBRE NOMBRE DE CAS POSITIFS AVEC LE TITRE de cas 
négatifs 
des bouchers de cas 


de l’abattoir de examinés 


lerade .. . 36 | 94,77 
Me 31 50° 


examinées, il y avait 10 bouchers, c’est-a-dire des personnes. 
s’occupant exclusivement d’abatage de bétail et de préparation 
de viandes provenant du domaine de « Belje ». Le sang de 
50 p. 100 de ces sujels ont réagi positivement et dans 2 cas 
(20 p. 100) nous avons obtenw une réaction dune intensité 
dépassant la limite probante (titre 1/100). Ce fait est trés inté- 
ressant et important, en particulier en le comparant avec les. 
résultats obtenus chez les bouchers de Belgrade, qui ont donné 
des réactions positives faibles seulement dans 5 p. 100 des cas. 
Le nombre plus important de réactions positives chez les bou- 
chers de Belje ne peut s’expliquer que par une possibilité plus 
grande de contamination lors de la préparation de viandes 
contaminées. Les bouchers de Belgrade ont affaire principale- 
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ment a du bétail sain, d’ou les contaminations rares et le 
faible nombre de réactions pgsitives. Cette constatation prouve 
la valeur de nos renseignements exposés plus haut, ainsi que 
Vexactitude de nos conclusions. 

En étudiant tous ces faits, nous arrivons & une nouvelle 
constatation importante, & savoir : gue la maladie de Bang, 
chez Uhomme, dans nos centres les plus contaminés, Wapparait 
dans la majorité des cas, que sous la forme latente. Celte cons- 
tatation pose la question de savoir pourquoi les contami- 
nations provoquées par celte bactérie dont il est prouvé 
indubitablement qu’elle est pathogéne pour l’‘homme, n’appa- 
raissent sous cette forme que dans certains pays? Nous souli- 
enons que cette question n’est pas nouvelle. Elle a déja été 
posée, car on avait remarqué que Ja maladie peut apparaitre 
ainsi que nous l’avons déjé indiqué plus haut, sous deux 
formes tout & fait différentes, contamination manifeste au 
point de vue clinique et contamination latente. En effet, tandis 
qu’au Danemark, en Suéde et en Suisse les cas de maladie 
sont trés fréquents et le tableau clinique trés net, en Irance ils 
sont trés rares, bien que les avortements y soient trés répandus. 
Onarépondu a cette question par deux hypothéses. Thomson, se 
fondant sur ses études au Danemark, considére qu’on doit en 
chercher les raisons dans la puissance variée de la virulence et 
dans lVallergie. Les hommes s’immunisent ou se prémunissent 
(prémunition de Sergent) dés le premier contact, sous réserve, 
bien entendu que ce premier contact ne soit, ni trop massif, ni 
trop virulent. Burnet pense pourtant que Je terrain humain 
n’est pas le méme dans les différents pays. Selon lui, l’extension 
du bacille de Bang au Danemark représente wn phénoméne nou- 
veau, et les germes virulents rencontrent un terrain tout & fait 
nouveau. Par contre, en France, le terrain est devenu plus 
résistant, probablement & cause de la pénétralion ancienne et 
lente. 

L’hypothése de Burnet sur « la résistance augmentée, due a 
invasion ancienne et lente », examinée & travers nos consta- 
tations, ne saurait étre adoptée. Tout montre que cette invasion 
de l'infection brucellique dans notre pays est d'origine récente: 
elle provient du bétail importé de l’étranger, d’ow sa concentra- 
tion dans quelques domaines modéles. Comment expliquer alors 
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le fait qu’elle n’apparait dans ce nouveau milieu que sous une 
forme latente? Nous croyons qu’on ne peut répondre a cette 
question que dans le sens de I’hypothése de Thomson, c’est-a- 
dire que le premier contact n’a 616 ni trop massif, ni trop viru- 
lent. Les germes faiblement virulents, ayant pénétré probable- 
ment en faibles quantités n’ont pu provoquer dans l’organisme 
gue des réactions @immunisation et de prémunition, et non pas 
des cas cliniques. C’est en faveur de ce point de vue sur le 
double mécanisme de notre défense contre le bacille de Bang, 
que parlent justement les constatations que nous avons faites 
a l'aide de la réaction d’ageglutination et la réaction allergique, 
car si nous prenons en considération les renseignements 
exposés dans notre tableau III nous verrons clairement que 
s'il est vrai, d’une part, que la majorité du personnel des deux 
principaux centres contaminés est immunisé — si l’on en juge, 
d’aprés la réaction d’agglutination, — d’autre part, une bonne 
partie des personnes examinées montre en méme temps une 
réaction allergique intense. Cet état allergique peul, 4 notre 
avis, comme c’est le cas pour la tuberculose, servir également 
a la défense de l’organisme. 

Il vade soi que ce mécanisme de défense ne se manifeste 
pas de la méme maniére chez tout les sujets. Chez un orga- 
nisme les deux réactions immunisation (apparition d’anticorps) 
et prémunition (apparition de la réaclion allergique) se mani- 
festent clairement, dans un autre une seule réaction se produit. 
Mais le résultat est toujours le méme : c’est, aussi bien que 
dans la tuberculose, la destruction ou |’élimination des germes 
de l’organisme déja contaminé et par Ja, devenu sensible au 
point de vue allergique. 

Les réactions allergiques sont depuis ces derniers temps sou- 
vent recommandées pour le diagnostic. Nous avons nous-mémes 
préparé un allergéne pour nos réactions, avec des_bacilles 
de Bang tués & 70°. Une culture de quarante-huit heures 
sur gélose est émulsionnée dans 10 cent. cubes de solution 
physiologique. Cette émulsion est diluée mille fois. 0 c.c. 10 

celte dilution représente la dose nécessaire pour la réaction. 
Lallergéne ainsi préparé, essayé sur des personnes saines, des 
typhiques, des tuberculeux et des syphilitiques, ainsi que sur 
des personnes infectées par le bacille de Bang, s'est montré 
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spécifique (v. tableaux Il] et V). Les réactions sont parfailement 
nettes, elles consistent en un érythéme et un cedéme locaux 
apparaissant dés la vingt-quatriéme heure, subsistant quelques 
jours etassez douloureux. Une réaction plus forte peut amener 
une nécrose locale. Certains auteurs indiquent que ces phé- 
noménes sont souvent accompagnés de symptéome généraux, 
en particulier d’une hausse de température. Dans nos cas, 
nous n’avons pas remarqué de phénoménes généraux. 


Tasteau V. — Résultats obtenus par la réaction allergique essayée 
sur des personnes typhiques, tuberculeuses et syphilitiques. 


RESULTATS 


NOMBRE) -_— = 2s ee 
OBSERVATION 


positifs 
négatifs 


Typhiques. . 

Syphilitiques . 

Tuberculeux . Dan 7 | 94,44|Russe des environs d’Odessa; 
il mentionne avoir été at- 
teint de fiévre récurrenle, 
ce qui n’exclut pas la pos- 
sibilité d'une infection par 
le bacille de Bang. 


Nous croyons pouvoir tirer les conclusions suivantes de notre 
exposé. 

1° L’infection de !homme par le bacille de Bang existe dans 
notre pays. Klle est surtout fréquente dans les centres oti cette 
maladie frappe le bétail. 

2° Cette infection apparait surtout sous une forme latente. 
Méme dans les centres contaminés, nous n’avons pu relever 
aucun cas aigu. 

3° Il est difficile de répondre & la question de savoir pour- 
quoi cette maladie apparait chez nous principalement sous 
une forme latente. A notre avis, l’explication la plus vraisem- 
blable est que le premier contact n’a été ni trés massif, ni trés 
virulent. Des germes faiblement virulents, introduits en petites 
quantités n’ont pu provoquer dans l’organisme que des réac- 


tions d’'immunisation et de prémunition, et non pas des cas 
cliniques. 
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4° Nous avons fait des expériences a l’aide de réaclions 
dageglutination et de réactions allergiques. Ces réactions, 
au point de vue de leur spécificité se sont montrées suf fisam- 
ment sures pour qu’on puisse se fonder sur leurs résultats pour 
le diagnostic de Vinfection de l’homme par le bacille de Bang. 
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COLORATION DES CILS BACTERIENS 
PAR UN PROCEDE SIMPLE 


par Serce LEVENSON. 


(Institut Pasteur, Laboratoire de M. Weinberg.) 


Malgré le nombre assez considérable de méthodes préco- 
nisées, la coloration des cils bactériens reste toujours la plus 
difficile parmi toutes les colorations employées en bactério- 
logie. Ceci s’explique en partie par Ja grande délicatesse et la 
fragilité des cils. D’autre part, bien des méthodes préconisées 
pour la coloration des cils sont ou bien trés compliquées, ou 
bien peu stires. 

Parmi les méthodes simples et donnant de bons résultats, il 
y en a une qui, élaborée par Casares-Gil il ya plus de vingtans, 
est restée d’abord complétement inapergue. Deux ans plus 
tard (1915), notre maitre, M. le professeur D" Bruno Galli- 
Valerio (Lausanne) a vivement recommandé cette méthode 
qu'il considére comme un procédé trés simple, trés pratique 
et donnant d’excellents résultats (1). Cependant, cette mé- 
thode reste toujours peu connue. 

Au cours de nos recherches, nous avons pu constater les 
grands avantages de cette méthode et aussi quelques-uns de 
ses défauts. Nous nous sommes efforcés d’améliorer ce procédé 
et nous avons établi la technique permettant d’obtenir d’une 
fagon simple et sire des préparations de cils, en tenant compte 
surtout des conditions spéciales pour les microbes anaérobies. 
Enfin, nous avons toujours pratiqué également des colorations 
par la méthode de Loeffler-Nicolle-Morax, afin de pouvoir com- 
parer les résultats obtenus. Chaque souche étudiée a toujours 
été examinée (en tubes capillaires soudés, tant qu’il s’agissait 
des anaérobies), & l'état frais, du point de vue de sa mobilité. 


(1) Gati-Vaterio. Zentralbl. f. Bakt., Orig. 76, 1915, p. 233. 


COLORATION DES CILS BACTERIENS 635 


Méryopr pe Casares-Gi. 


On prépare le réactif suivant (solution mére) : 

a) On dissout dans‘un mortier, dans 30 cent. cubes d’alcool a 70°, 10 grammes 
de tanin et 18 grammes de chlorure d’aluminium hydraté; 

6) On dissout dans 10 cent. cubes d’eau distillée, en triturant tres soigneu- 
sement dans un mortier, 10 grammes de chlorure de zinc et 1 gr. 5 de chlor- 
hydrate de rosaniline (fuchsine). On verse ensuite, en remuant, goutte a 
goutte, la solution } dans la solution a. 

La solution mére du mordant ainsi oblenue et non filtrée est gardée a 
Pabri de la lumiére. Elle se conserv®é trés longtemps (1). Avant l’emploi, on 
mélange rapidement dans un tube 4a essai 1 partie de la solution mére avec 
4 parties d’eau distillée, on agite, on laisse reposer une minute environ. 

La coloration des cils se fait de la facon suivante : 

1° On verse, a travers le filtre, quelques gouttes de ce mordant dilué sur 
des préparations non fixées. On laisse agir jusqu’a la formation d’une mince 
couche a reflet métallique, d’aprés Galli-Valerio, une minute environ (nous 
laissons le mordant agir pendant deux minutes environ); 2° On lave rapide- 
ment a grande eau (sous le robinet); 3° On colore a la fuchsine phéniquée 
non diluée ou au bleu de méthyléne, une 4 deux minutes; 4° On lave a l'eau; 
5° On séche a lair. 

La coloration au bleu de méthyléne ne nous a pas satisfait, aussi n’em- 
ployons-nous, pour ce procédé, que la fuchsine phéniquée. 


Les grands avantages de la méthode de Casares-Gil consis- 
tent dans sa simplicité, dans la facilité des manipulations 
n’exigeant la connaissance d’aucun tour de main spécial, dans 
Vemploi de réactifs qui se conservent bien, et, enfin, dans le 
fait que toutes les manipulations se font a froid. Dans bien des 
cas, nous avons obtenu de trés belles préparations. Les résul- 
tats étaient sensiblement les mémes que ceux obtenus par 
la méthode de Leeffler qui est, & notre avis, moins simple, 
parce que, dans cette méthode, le mordancage et la coloration 
se font & chaud. 

Cependant, la coloration est, & notre avis, assez faible. Lors- 
qu'il s’agit de microbes & cils trés fins, on a quelquefois de la 
peine a les voir. Enfin, dans quelques cas, nous avons eu des 
échecs complets (comme d’ailleurs, avec la méthode de Loeffler 
aussi). C’est pourquoi nous avons essayé de modifier la méthode 
de Casares-Gil, afin d’obtenir une coloration plus intense des 
cils. Nous y sommes parvenus en remplacant les colorants 
basiques par l’imprégnation a l’argent. 


(1) Gautt-Vacerio. Zentralbl. f. Bakt., Orig., 80, 1918, p. 270. 
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MopIFICATION RECOMMANDEE. — DSrAILs DE TECHNIQUE. 


Lames. — Nous nous servons toujours de lames qui doivent 
étre trés propres et bien dégraissées. Nous employons le pro- 
cédé suivant: les lames sont lavées pendant plusieurs heures 
a froid (ou une demi-heure & chaud) dans un mélange de bichro- 
mate de potassium et d’acide sulfurique, puis & l’eau courante. 
Elles sont ensuite séchées et gardées dans un mélange d’alcool- 
éther (44). Pour obtenir un bon étalement de l’émulsion bac- 
térienne, il est d’ailleurs absolument indispensable de flamber 
les lames avant l’emploi, en les passant deux ou trois fois dans 
la flamme du bec Bunsen. 


AcE pres cuLrures. — Pour obtenir la coloration des cils, il 
faut employer des cultures jeunes. D’aprés nos observations, il 
n’y a pas de régle générale quant a l’age des cultures, la vitesse 
du développement étant différente suivant l’espece micro- 
bienne. Si, en effet, nous sommes arrivé a colorer les cils de la 
plupart des bactéries en employant des cullures de 16 a 
20 heures, il n’en fut pas de méme, par exemple, pour le 
B. bifermentans, comme nous l’avons montré dans une publi- 
cation antérieure. Pour ce microbe, il faut employer des cul- 
tures de 3-4 heures. 

Nous conseillons de procéder & la coloration des cils dés que 
le milieu devient suffisamment trouble. En effet, la culture 
doit étre & la fois jeune et abondante : jeune, pour renfermer 
les éléments les plus mobiles; abondante, afin qu’on puisse la 
diluer le plus fortement possible pour éviter une trop grande 
quantilé de particules du milieu qui fixent la matiére colorante 
et rendent la préparation moins propre. 

Nous insistons sur importance du contréle de la mobilité 
des microbes par l’examen 4 l'état frais (pour les anaérobies, 
en tubes capillaires soudés). On arrive ainsi facilement & 
établir pour chaque espéce microbienne, le moment précis ot 
l'on peut procéder utilement & la coloration des cils. D’autre 
part, si, 4 1’état frais, on constate l’absence tolale de mobilité, 
il est inutile d’essayer de colorer les cils. 
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Emucstons Bactériennes. — Pour les émulsions bactériennes, 
nous employons de préférenee l’eau physiologique, mais on 
peut employer aussi l’eau distillée et méme, comme le préco- 
nisent quelques auteurs, l’eau de robinet. 

Lorsqu’il s‘agit des aérobies, on peut préparer les émulsions 
bactériennes en se servant de jeunes cultures sur gélose incli- 
née. Par contre, pour les anaérobies, nous nous servons 
toujours de cultures en milieux liquides (le plus souvent en 
bouillon Vf glucosé a 2 p. 1.000, en tubes de Hall; quelques cas 
spéciaux, dans lesquels nous nous sommes servi d’autres mi- 
lieux liquides, seront indiqués plus loin). 

Nous procédons, pour les anaérobies, de la facon suivante. 
Dans des tubes & hémolyse (ou dans des verres de montre, ce 
qui est moins commode), nous mettons VIII 4 X gouttes d’eau 
physiologique. Lorsqu’on se sert de cultures qui viennent de 
sortir de l’étuve, il est & recommander, afin d’éviter un chan- 
gement brusque de température, de garder les tubes avec la 
quantité d’eau indiquée quinze a vingt minutes a l’étuve. Au 
moyen d'une pipetie Pasteur, on introduit dans chaque tube 
I goutte de culture. Si les cultures sont peu abondantes, nous 
nous servons des émulsions ainsi obtenues pour faire les étale- 
ments. Par contre, si les cultures sont abondantes (ce qui est 
toujours plus avantageux), nous mettons une grosse gouttle 
d’eau physiologique sur une lame propre, mais non flambée. 
Nous introluisons dans cette goutte 1, 2, 3 anses de notre pre- 
miére émulsion (suivant l’abondance de la culture). Aprés avoir 
obtenu la dilution voulue, nous faisons les étalements sur des 
lames au moyen d’une petite anse de platine, en prenant soin 
de frotter le moins possible. Les frottis sont ensuite séchés 
a lair (autant que possible, a l’étuve). 

Nous déconseillons trés vivement l’emploi de la centrifu- 
gation, vu que les cils sont trés souvent arrachés par la centri- 
galion méme trés courte. Nous en donnerons plus loin quelques 
exemples. D’autre part, le procédé de sédimentation, aprés 
addition de formol, exige beaucoup de temps (une semaine 
environ), et les résultats que nous avons obtenus par ce pro- 
cédé n’étaient pas trés bons. Nous préférons donc le procédé des 
fortes dilutions que nous venons de décrire. 
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Reactirs. — @) Le mordant de Casares-Gil, tel que nous 
lavons déja décrit; 6) Solution aqueuse de nilate diargent 
additionnée d’ammoniaque jusqu’a ce que le précipité se redis- 
solve en faisant place & une opalescence légere, mais nette 
(solution de Fontana). Nous employons une solution de nitrate 


Fic. 1. — Cils du B. botulinus, type B. Culture de dix-huit heures. 
Grossissement : 1.800. 


Wargent & 2 p. 100. On arrive plus facilement a préparer Ja 
solution de Fontana en employant de lammoniaque diluée 
au 1/3 (1). Si toutefois on dépasse la limite et que le liquide 
devienne limpide, on ajoute de la solution de nitrate d’argent 


jusqu’a Vapparition d’une opalescence nette. La solution de 


Fontana doit étre chaque fois fraichement préparée. 


(4) Jonban, Catpwett and Rerrer. Journ. of Bacteriology, 27, 193%, p. 165. 
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CoLoration. — 41° Mordancer (a froid) les préparations non 
lixées avec le réactif de Casares-Gil dilué & 1/4 pendant deux 
minutes environ; 2° Laver a grande eau; 3° Rincer & l'eau dis- 
lillée; 4° Verser sur les préparations quelques goutles de la 
solution de Fontana, faire agir pendant quelques secondes en 
chauffant doucement sur la veilleuse du bec Bunsen jusqu’a 
6mission de vapeurs; 5° Laver rapidement & l’eau distillée; 
6° Sécher & Vair, autant que possible a l’étuve, en inclinant 
les lames; ne jamais sécher entre des feuilles de papier-filtre ; 


lie. 2. — Cils du B. difficilis (Hall et O'Toole). Culture de quinze heures 
4 30°. Grossissement : 1.800. 


7° Monter au baume. Si lon est pressé, on peut examiner 
les préparations rapidement avart de les avoir montées au 
baume. Dans ce cas, il faut ensuite les laver immédiatement 
trés soigneusement au xylol, afin de les débarrasser comple- 
tement de l’huile de cédre, et, aprés dessiccation, les monter au 
baume. Les préparations montées au baume sont séchées a 
’étuve pendant deux a quatre jours. On ne les examine a 
Vimmersion qué lorsque !e baume est desséché. On les garde 
a labri de Ja lumiére. 

Nous ne faisons pas de décoloration de fond, cette manipu- 
lation rendant la coloration des cils trés difficile et peu sarc. 
Mais, malgré la coloration du fond, on trouve dans chaque pré- 
paralion des parties propres et nettes, trés souvent phologra- 


phiables. 
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Marériet Examiné. — Nous avons examiné, comparativement 
par les trois méthodes (méthdde originale de Casares-Gil, notre 
modification et méthode de Leeffler) les microbes suivants : 
Aérobies : B. proteus. B. subtilis, B. pyocyaneus, B. coli. Anaéro- 
bies : Vibrion septique, B. sporogenes, B. adematiens (8 sou- 
ches),B. chawvoei (3 souches), B. botudinus (types A, B, C et D), 
B. tetani (6 souches), B. tertius, B. sphenoides, B. cochlearws, 
B. difficilis (2 souches), B. aerofeetidus (2 souches), B. lento- 


Fic. 3. — Cils du B. bi/ermentans. Culture de trois heures. 
Grossissement : 1.800. 


putrescens (2 souches), B. bifermentans (10 souches), B. histo- 
lyticus (4 souches), B. Sordellii, B. hemolyticus bovis, B. cen- 
trosporogenes, B. parasporogenes, bacille de I’ « osteomyelitis 
bacillosa bubalorum » (Kraneveld 1930), B. de Reading, Cl. 
flabelliferum. 


QuELQUES OBsERVATIONS. — Au cours de nos recherches, nous 
avons fait les constatations suivantes : 

La fragililé des cils varie d’une fagon frappante non seule- 
ment d’une espéce bactérienne & l'autre, mais aussi suivant la 
souche de la méme espéce. Ainsi, le V. septique et le B. syo- 
rogenes ont gardé leurs cils apres la centrifugation (huit & dix 


minutes). Par contre, la coloration des cils de toutes les sou- 
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ches examinées du B. tetani et du B. botulinus était impos- 
sible, aucune de ces souches ne supportant la centrifugation. 
Dés que nous avons supprimé la centrifugation, en procédant 
comme il est indiqué plus haut, nous avons obtenu d’emblée 
des préparations de batonnets munis de cils nombreux (fig. 4), 
tant qu'il s'agissait de souches ayant gardé la mobilité. D’autre 
part, nous avons pu facilement colorer les cils des 8 souches 
de B. edematiens, en employant le procédé de fortes dilutions. 
Par contre, ces souches de B. wdematiens se comportaient 


Fic. 4. — Cils du B. lentoputrescens (Hartsell et Rettger). 
Culture de vingt-quatre heures. Grossissement : 1.800. 


dune facon trés différente vis-a-vis de la centrifugation : les 
souches « 128 » et « Debonera » supportaient trés bien la cen- 
trifugation, les souches « Kreguer » et « Lard » la supportaient 
moins bien, tandis que les autres souches la supportaient mal 
ou ne la supportaient pas du tout. 


Discussion pes résuLtats. — Dans bien des cas, nous avons 
obtenu une coloration nette des cils par les trois procédés, 
quoique la coloration obtenue par le procédé que nous préco- 
nisons fit toujours la plus intense et la plus nette. Cependant, 
dans quelques cas la différence entre les résultats obtenus sui- 
vant la méthode était encore plus grande. Ainsi, nous n’avons 
pa obtenir par la méthode originale de Casares-Gil et par la 
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méthode de Leffler qu’une, coloration trés faible, parfois a 
peine visible, des cils de quelques microbes (par exemple 
B. Sordellii). Les 2 souches examinées du B. dzfficilis ont pré- 
senté des cils nettement imprégnés par la méthode que nous 
préconisons (fig. 2). La coloration par la méthode originale de 
Casares-Gil était tellement faible qu’on n’était pas stir que ce 
fussent vraiment des cils, et enfin, par la méthode de Leeffler 
nous n’avons pas réussi 4 colorer les cils de ce microbe. Pour 
le B. aerofetidus souche « Kr. » (culture de quinze heures 
environ & 30°), nous avons obtenu une coloration trés nette 
par notre procédé, une coloration netle, mais pale, par la mé- 
thode originale de Casares-Gil; par la méthode originale de 
Leeffler, nous n’avons pas obtenu de coloration. Comme nous 
Vavons déja dit ailleurs (1), nous avons pu facilement colorer 
les cils des souches fraichement isolées du B. 6tfermentans 
(souches « Nigoul » et « Ovari ») (fig. 3). Par contre, pour les 
vieilles souches de collection, nous ne sommes arrivé au but 
qu’avec notre procédé. Le méme cas se produisit avec le B. len- 
toputrescens et avec une souche du B, colt. 

La coloration des cils réussit souvent d’emblée. Mais, dans 
certains cas, elle est assez difficile, soit & cause de la finesse et 
de la fragilité trés grandes des cils (par exemple B. sphenoides), 
soit parce que le microbe en question pousse trés lentement 
(par exemple B. lentoputrescens). Pour le B. sphenoides, nous 
avons obtenu de meilleurs résultats, en utilisant des cultures 
en bouillon non sucré. Quant au B. lentoputrescens (fig. 4), 
nous sommes parvenu a obtenir une culture suffisamment 
abondante, en nous servant de tubes de bouillon non sucré, 
contenant un cube de blanc d’ceuf et un morceau de craie (c'est 
a notre collégue, M'"® A. Kreguer, que nous devons le conseil 
d’employer ce procédé). 

En résumé, nous avons pu obtenir, par le procédé que nous 
préconisons, des préparations de cils de tous les microbes 
examinés, tant qu’ils étaient mobiles. 


(1) Levenson. C. R. Soc. Biol., 124, 1936, p. 221, 
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CoNncLUsIONS, 


1° Le mordant de Casares-Gil est un réactif trés prévieux 
pour la mise en évidence des cils bactériens; 

2° La méthode originale de Casares-Gil est un bon et trés 
simple procédé, donnant dans bien des cas de bons résultats; 

3° En remplacant les colorants basiques par l’imprégnation 
a l’argent, on obtient un procédé plus stir et donnant des pré- 
parations beaucoup plus neltes. 

Nous tenons 4 exprimer ici nolre profonde reconnaissance a 
notre maitre, M. Weinberg, dont la bienveillance a facilité nos 
recherches. Nous remercions aussi trés cordialement M. Jeanlet, 
Chef du service de micrographie de |’Institut Pasteur, qui s’est 
donné la peine de faire, d’aprés nos préparations, de belles 
photomicrographies. 


TENEURS COMPARATIVES EN SOUFRE 
ET EN PHOSPHORE 
DE PLANTES CULTIVEES SUR LE MEME SOL 


par GasrnieL BERTRAND et Lazare SILBERSTEIN. 


Les résultats que nous avons présentés au cours des années 
précédentes n’ont pas seulement apporté une preuve expérimen- 
tale directe de l'importance qualitative du soufre dans le déve- 
loppement des plantes [4], ils ont permis de se faire une pre- 
miére idée de Vimportance quantitative de cet élément par 
rapport a celle de phosphore, c’est-a-dire & celle d'un élément 
dont la valeur nutritive est aujourd hui pratiquement reconnue 
partout en Agriculture {2}. 

En nous plagant dans des conditions expérimentales trés 
strictes eten utilisant une méthode de dosage particuliérement 
précise, nous avons trouvé, & l’encontre de ce que pensaient 
beaucoup d'agronomes, que les proportions de soufre contenues 
dans la matiére végétale et emportées par les récoltes sont loin 
d’étre négligeables et dépassent méme assez souvent celles du 
phosphore. Ainsi, en dosant lesdeux métalloides dans la partie 
aérienne de plantes récoltées au moment de la floraison, le 
rapport soufre/phosphore a oscillé de 0,34 (dans le sarrazin) a 
1,56 (dans le colza). 

Nous nous sommes demandé comment varierait ce rapport 
dans une série de plantes d’espéces différentes cultivées sur le 
méme sol, autrement dit, comment se comporteraient ces 
plantes, chacune selon son espéce et ses besoins physiolo- 
giques, vis-a-vis d'un milieu de méme composition au point de 
vue des éléments soufre et phosphore. Et, pour que les résul- 
tats oblenus soient plus immédiatement applicables a l’Agri- 
culture, nous avons fait porter nos recherches sur des plantes 
maraichéres ou de grande culture. Trente-sept espéces ont été 
choisies et semées, a la fin du mois de mars de l’année 1935, sur 
une parcelle de terre de jardin que l’on était en droit de sup- 
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poser homogéne en toutes ses parties. Cette parcelle avait été 
divisée au préalable en autant de rectangles qu’il y avait 
d’espéces végétales, chaque rectangle ayant une surface d’envi- 
ron un quart de métre carré. La terre n’avait pas recu d’engrais 
depuis plusieurs années et a été laissée telle quelle. Au fur eta 
mesure de leur développement et au cours de celui-ci, les 
plantes ont recu les soins habiluels. On a arrosé autant de fois 
que cela a été nécessaire pour maintenir les cultures en bon 
état. 

Les espéces annuelles ont élé récollées au moment ov elles 
épanouissaient leurs premiéres fleurs et ont été soumises 
aussitét a analyse chimique. Quant aux espéces bisannuelles, 
il s’en est trouvé deux : le chou et la-betterave, qui ont fourni 
quelques pieds en fleurs; des autres on a prélevé, pour l’ana- 
Jyse, avant la floraison, le poireau et la carotte. 

Comme on devait s’y attendre, toutes les espéces sur 
lesquelles ont porté les nouvelles recherches ne se sont pas 
développées d’une facgon égale. La plupart ont bien prospéré, 
mais cerlaines sont restées chétives, quelques-unes méme ont 
a peine poussé. C’est ainsi que le lupin jaune, qui cependant a 
fleuri, n’a pas dépassé une quinzaine de centimétres el portait 
des feuilles tres pauvres en cbhloropbylle; que le cerfeuil était 
un peu maigre et de coloration jaunatre; enfin, que le riz, 
Voseille, le persil et le lupin bleu ont dt étre laissés de cété 
pour insuffisance ou arrét de développement [3]. 

Finalement, nous avons récolté et analysé comparativement 
vingt-neuf des espéces végétales mises en culture. A ces espéces, 
nous avons ajouté la petite ortie, leuphorbe réveil-matin, la 
morelle noire et Je tabac rustique, qui s’étaient développés 
spontanément sur le méme sol et quise trouvaient en trés bon 
état au moment de leur floraison. 

Avant l’analyse, les échantillons ont été lavés 4 plusieurs 
eaux, mais trés rapidement, puis essuyés avec du papier & 
filtre. On les a ensuile divisés et on en a pesés trois portions de 
10 grammes : une pour le dosage de la matiére séche, les deux 
autres pour les dosages immédiats, a l'état frais, du soufre et 
du phosphore. Pour que ces trois portions soient aussi sembla- 
bles et, en méme temps, aussi représentatives que possible des 
especes 6ludiées, on a opéré, quand ces espéces étaient de petite 
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taille, sur plusieurs individus a la fois dont les morceaux 
étaient bien mélangés et, quand ces espéces étaient de grande 
dimension, sur des mélanges de ‘parties aliquotes de tiges, de 
feuilles et d’inflorescences. Encore a-t-on pris soin dans le cas 
du mais, par exemple, de diviser d’abord ces organes suivant 
des plans paralléles 4 leur axe ou a leur nervure principale. 

Les méthodes de dosage utilisées ont été celles que nous 
avons décrites et appliquées dans nos recherches anté- 
rieures [4]. 

Nous donnons, dans ]’ordre croissant des rapports soufre- 
phosphore, les résultats que nous avons obtenus. 


TABLEAU. 


MATIERE MATIERE SECHE RAPPORT 
p- 100 


NOMS DES PLANTES EXAMINEES Soufre 


Soufre |Phosphore Phos puore 


Epinard (Spin, ol. L.). . . 2 0,317 
Cerfeuil (Anthr. cerf. Hoffm.) ... . 0,480 
Seigle (Sec. cer. L.) 54 0,432 
Pois (Pisum sat. L.) ; 5 : 0,560 
Froment (Tri. sat. L.) 6 0,633 
Mais (Zea mays L.) : 0,636 
Haricot d’Espagne (Phas. sat. L.). . . 8 0,666 
Miche. (Valen. elet.sPolls)< 2 aac. soe 0,694 
Orge (Hord. Vulg. L.). P 0,785 
Lentille (Erv. lens. L.) 2 0,816 
Orvie (UChr ey ice ee ees 0,830 
Tréffe violet (Trif. prat. B-).. 2... , 66 ‘ ; 0,835 
Sainfoin (Onod. sat, Lamk.) y 0,846 
Pois chiche (Cie. ariet L.) ; 0,865 
Euphorbe réveil-matin (Huph,. hel. L.). 3 i 0,887 
Soja (Soja hisp. Moench) i 0,892 
Tretie incarnat (Prtf. inc. L.). 5. . . : ; 0,994 
Pissenlit (Tarax off. Wiggers)... . 06 4,052 
Pavot [OFillette] (Pap. somm. L.). . . é 4,048 
Betterave (Beta vulg. L.) : f 4,092 
Direherblanciiny..repe llr te ee Seo 
Morelte noire (Sol, nig. L.). 2. 2... Bat 4,238 
Lupin jaune (Lup. lat. Li)... os : 1,334 
Plantain long (Plant. lance. L.) . . . . : 4,601 
Carotle (Dauc. car. L.) ' 4.729 
Navet (Brass. nap. L 1,762 
Poireau (All. porr. im 2,030 


Moularde noire (Sin. nig. L.). ... .| 2 
Chicorée (Cich. intyb. 1.) | natn 
Radis (Raph. sat. L.) f | 2°183 
Moutarde blanche (Sin. alba L.) . . . | 9) 440 
Tabac rustique (Nic. rust. L.) 3,077 
Chou (Brass. oler. L.) 3 4,024 
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Ces résultats rendent plus manifeste encore que les précé- 
dents l’importance du soufre comparée a celle du phosphore 
dans le développement des végétaux, puisque le rapport du 
premier au second de ces éléments est égal ou supérieur a 
Punité dans la moitié des cas et que, sans descendre au- 
dessous de 0,38 il s’élaéve dans la nouvelle série non seulement 
a 1,7 mais jusqu’a 2 ou 3 et méme jusqu’a 4. 

Ces résultats montrent aussi que les teneurs si différentes 
des espéces végétales en soufre et en phosphore ne dépendent 
pas exclusivement de la composition variable des sols, qu’elles 
dépendent encore, si ce n’est surtout, des besoins physiolo- 
giques de ces espéces et de leur aptitude A les satisfaire [5]. 

Il est remarquable, & ce point de vue, de constater que, 
tandis que certaines plantes n’ont pas fixé plus de 0,15 ou 0,20 
de soufre p. 100 de leur matiére séche, d’autres ont atleint, 
sur le méme sol, jusqu’a 1,9 p. 100, soit environ dix fois davan- 
tage, alors qu’a cété, sans parallélisme entre la fixation du 
soufre et du phosphore, le dernier a varié de 0,24 & 0,85p. 100. 
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métalloide. On évite cet inconvénient de la facon suivante : la solution 
provenant du traitement par l'eau de la masse fondue est additionnée 
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marie. On reprend par l'eau, on ajoute 7 cent. cubes d'une solution 
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IMMUNISATION CONTRE LA DIPHTERIE 
PAR UNE SEULE INJECTION D’ANATOXINE PRECIPITEE 


par Bronistava PALANT, Anna GORDINE et M. MITELMAN. 


(Unstitut Metchnikoff de 0 Ukraine. 
Directeur-professeur : M. Mernix.) 


- Dans notre premiére communication (Melnik, Palant et 
Mitelman), nous avons conclu a l’innocuité et a la réactivité 
modérée de l’anatoxine précipitée aussi qu’a sa forte capacité 
immunisante. Nos essais ultérieurs d’application unique de 
cette préparation, effectués sur de nombreux groupes d’enfants, 
au cours des années 1933-1934, ont pleinement confirmé nos 
premiéres conclusions. Pendant ce temps furent publiés nombre 
de travaux signalant la possibilité d’obtenir l’effet immunisant 
au moyen d'une seule injection de préparations de haute 
valeur antigéne, ainsi que |’élévation de la propriété immuni- 
sante des anatoxines par l’addition d’alun. 

Ainsi, Spassky et Odrine ont réussi 4 rendre la réaction de 
Schick négative, dans 100 p. 100 des cas, au moyen d'une 
injection unique d’anatoxine récupérée d’aprés la méthode de 
Ramon. 

R. Zajdel affirme qu’une seule injection d’anatoxine concentrée 
par la méthode d’ultrafiltration jusqu’a 35-40 U. F. est plus 
efficace que la double vaccination avec un antigéne 25-30 U. F. 

Lounine et Handelman, qui ont appliqué l’anatoxine con- 
centrée jusqu’é 35-450 U. F., signalent qu’elle est efficace de 
87 4100 p. 100. 

Les travaux de Léonard, Varley et Holm, démontrent une 
forte augmentation d’efficacité des préparations immunisantes 
contre la diphtérie, aprés l’addition d’alun. 

Des faits analogues sont présentés par Saunders, Zajdel, 
Gorokhovnikova et Vagner-Sakharova, White et Schlageter. 

Enfin, Kossareff et Seidel, dans leur travail publié en 1932, 


IMMUNISATION CONTRE LA DIPHTERIE 649 


que nous avons omis de citer dans une communication précé- 
dente, constatent |’accroissement de l’efficacité immunisante de 
l’anatoxine précipitée par l’addition de sulfate d’aluminium 
(0,3-0,6 p. 100), et la possibilité d’obtenir 47-83 p. 100 de résul- 
tats efficaces chez les enfants immunisés par une seule injec- 
tion de telles préparations. 

En juillet 1934, fut publié dans The Journal of the American 
Medical Association, le travail de Walker, résumant les résultats 
de l'immunisation de nombreux groupes d'enfants par l’ana- 
toxine précipitée au moyen de l’alun. Aprés avoir cité les 
résultats de milliers de vaccinations, effectuées dans l'Etat 
d’Alabama, ot l’immunisation par |’anatoxine précipitée est 
réglementée par le département de la Santé publique, Walker 
présente ses observations personnelles. Ayant vacciné 305 
enfants, 4gés de sept & douze ans, par une seule injection de 
1 cent. cube d’alun-toxoide, il obtint en quatre 4 cinq mois, le 
virage de la réaction de Schick de positive en négative dans 100 
p- 100 des cas. Puis, ayant soumis 1.950 enfants, agés de un 
a douze ans (principalement de un & sept ans), & la vaccination 
unique, il a obtenu 100 p. 100 d’efficacité, d’aprés l’épreuve de 
Schick. L’auteur insisle sur ce fait que, deux semaines apres 
une seule injection de 4 cent. cube d’alun-toxoide, 60 p. 100 
des enfants ont présenté une réaction négative et que ce taux 
a monté jusqu’é 100 p. 100 du quatre-vingt-dix au quatre- 
vingt-quinziéme jour. 

Park a obtenu 90 495 p. 100 de résultats efficaces en quatre 
a cing mois, par la vaccination unique avec 1 cent. cube d’alun- 
toxoide des enfants d’age scolaire. I] affirme que l'immuni- 
sation au moyen d’alun-toxoide est deux fois supérieure & celle 
obtenue avec l’anatoxine ordinaire et que cette préparation va 
supplanter tous les autres antigénes diphtériques. 

Notre travail avait pour but : 1° la vérification expérimentale 
de l'efficacité élevée des préparations a l’alun sur les animaux et 
2° un large essai d’immunisalion active contre la diphtérie par 
une seule injection de 1 cent. cube d’anatoxine précipitée. 

Les observations expérimentales sur les animaux de labora- 
toire sont résumées dans les tableaux I, H, III. Le tableau | 
présente les données qui caractérisent la propriété immuni- 
sante des préparations & l’alun. Un Jot de cobayes, de 300 a 
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350 grammes du poids, fut immunisé par une injection de 
1 cent. cube d’analoxine dightérique, de 14 et 6 U. F.; un 
autre lot de cobayes recut 1 cent. cube de la méme anatoxine, 
précipitée par différentes proportions d’alun et diluée dans eau 
physiologique jusqu’au volume initial. Aprés trois semaines, 
Vimmunité des animaux fut éprouvée par la réaction de Schick, 
d’aprés le titre antitoxique de leur sérum ainsi que d’aprés leur 
résistance vis-d-vis de fortes doses de toxine diphtérique. 


TasLteau I. — Influence de Valun 
sur augmentation de la valeur antigéne des anatoxines. 


RESULTATS 


DOSES 
de toxive injectée 


(Dim.) 


NUMEROS 
(U.F.) 


des cobayes 
TAUX D’ALUN 
TITRE ANTIGENIQUE 
des anatoxines 
aprés 3 semaines 
TITRE ANTITOXIQUE 


REACTION DE SCHICK 


Positive. ; 
Positive. Mort le 2° jour. 
(négative en 6 mois). . 
Négative. Mort le 2° jour. 
Négative. Mort le 9¢ jour. 
Négative. Vivant. 
Négative. Mort le 13° jour. 
Négative. 4 ’ Mort le 9° jour. 


Négative. Vivant. 
Négative. 2 Vivant. 
Négative. 0 ; Vivant. 
Négative. 2 Mort le 6° jour. 


Il ressort de ce tableau que l’addition d’alun aux anatoxines 
diphtériques fait monter leur efficacité antigénique. Ainsi, les 
cobayes 121, 123, ayant regu un antigéne de valeur moyenne, 
sans alun, ont montré en trois semaines une réaction de Schick 
positive et, en six mois, une réaction négative, mais ils n'ont 
pas résisté & 100 Dlm de toxine. 

Le cobaye 132, injecté avec le méme antigéne sans alun, eut 
aprés trois semaines une réaction de Schick négative, mais il 
succomba le deuxiéme jour aprés l’introduction de 100 Dim. 

Par contre, les cobayes 105, 107, 108, 109, 110, 142, 113, 115, 
vaccinés avec l’anatoxine de méme valeur antigéne, mais pré- 
cipitée par différentes proportions d’alun, ont présenté aprés 
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trois semaines, une réaction de Schick négative et ont résisté a 
des doses massives de toxine diphtérique (jusqu’a 1.000 Dlm.), 
révélant jusqu’a 1 U. A. par 4 cent. cube de sérum. 

Le tableau 1 monire en méme temps une certaine élévation 
du pouvoir antigéne de l’anatoxine en rapport avec l’augmen- 
tation du pourcentage d’alun addilionné. Ainsi, le cobaye 107 
ayant regu l’anatoxine de valeur de 11 U. F., avec 0,75 p. 100 
d’alun, fut déja immun en trois semaines, présenta 0,1 d’unité 
antitoxique par 4 cent. cube de sérum et résista & 100 Dim. Les 
cobayes 108, 109, 110, vaccinés par une anatoxine de méme 
valeur, mais renfermant1,5 p. 100 et1 p. 100 d’alun, résistérent 
a 500 et 1.000 Dlm de toxine, le titre de leur sérum atteignant 
1 U. A. L’injection unique d'une anatoxine de méme valeur 
antigéne, mais précipilée par 2 p. 100 d’alun, conféra aux 
cobayes 112 et 113 une résistance compléte & 500 et 1.000 Dim 
de toxine dans un délai de trois semaines. 

Nous avons cherché a expliquer le role de l’alun par |’élévation 
de la propriété immupisanle de |’anatoxine. Dans ce but, un lot 
de cobayes furent injectés par groupes : 

1° Avec 4 cent. cube d’alun a 2 p. 100; 

2° Avec 4 cent. cube de bouillon Martin précipité par l’addi- 
tion de 2 p. 100 d’alun; 

3° Avec 1 cent. cube d’anatoxine diphtérique de faible valeur 
antigéne (0,5 —3 U. F.); 

4° Avec 4 cent. cube d’anatoxine de méme valeur, préeipitée 
par l’addition de différentes proportions d’alun. 

Les résultats de cetle expérience sont présentés dans le 
tableau II. 

Le tableau Hf montre l’absence du pouvoir antigéne spécifique 
de la solution d’alun aussi que du précipité non spécifique 
du bouillon Martin. 

Ce tableau démontre également l’augmentation de la valeur 
antigéne des anatoxines faibles aprés l’addition d’alun. Ainsi, 
le cobaye 116 vacciné par l’anatoxine de 1,2 U. F. présenta une 
réaction de Schick négative, aprés six mois seulement, et ne 
résista pas & 50 Dim de toxine. L’addition de 2 p. 100 d’alun & 
une anatoxine de méme valeur conféra aux cobayes 118 
et 119 Yimmunité, déja en dix-neuf jours (réaction de Schick 
négative), et une résistance aux doses massives de toxine en 
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Tapteau Il. — Influence de l’alun 
sur laugmentaticn du pouvoir antigéne des anatoxines. 


U.F.) 
DOSES 

de toxine injeclée 
(Dlm.) 


RESULTATS 


NUMEROS 
des cobayes 
TAUX D’ALUN 
p. 100 
TITRE ANTIGENIQUE 
de l'anatoxinue 
( 

REACTION DE SCHICK 
aprés 19 jours 
REACTION DE SCHICK 
aprés 5 mois 
TITRE ANTITOXIQUE 
de sérum 
(U.A.) 


Positive. | Positive. 
Positive. | Positive. 
) Bouillon { Positive. | Positive. 
. | Positive. | Positive. F 
Positive | Négative |< 1/20 50 |Mort le 3° jour. 
(en 6 mois). : 
Négative.| Négative. |> 1/5 500 |Mort le 7¢ jour (alypique). 
Négative.|Négalive.| 4 500 | Vivant. 

Positive. | Négative |< 1/50 50 | Vivant. 

(en 6 mois). 
Positive. | Négative. 
Négative.|Négative |>1/2 |1. Vivant. 
Négalive.|Négative. Vivant. 
Positive. | Négative. Mort Je 2° jour. 
Positive. | Négalive. Vivant. 
Négative. 4/10 
Positive. 
Positive. 
Négative. | Négative. Vivant. 
Négative.|Négative.| 1/2 Mort le 2° jour (atypique). 
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six mois, le litre antitoxique de leur sérum atleignant 1 U. A. 

L’injection d’anatoxine précipitée par 1 p. 100 d’alun, renfer- 
mant 3 U.F., conféra aux cobayes 145 et 146 limmunité déja 
en dix-neuf jours et une résistance & 500 et 1.000 Dlm de toxine 
en six mois. 

L’addition d’alun aux antigénes de faible valeur (0,5 U. F.), 
éleve leur propriété immunisante. 

Ainsi, les cobayes 142, 143, ayant recu l’anatoxine de 
0,5 U. F. avec 1 p. 100 dalun, ont eu une réaction de Schick 
négative déja aprés dix-neuf jours et une résistance partielle ou 
totale & 500 Dlm de toxine aprés six mois. 

L’injection aux cobayes de-4 cent. cube de précipité non spé- 
cifique du bouillon Martin, provoquait chez eux la formation 
d'une petite induration, non soudée & la peau, qui se résorbait 
trés lentement. Ce précipité non spécifique ne produisait pas 
d'immunité chez les cobayes; mais la présence d’une quantité 
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Tasreau IIf. — Influence de l’alun 
sur ’augmentation du pouvoir antigéne des anatoxines. 


(U.F.) 


RESULTATS 


de sérum 


NUMSROS 
des cobayes 
(U.A.) 


TITRE ANTIGENIQUE 
de l’snatoxine 
SERIE D ANATOXINE 
REACTION DE SCRICK 
aprés 5 semaines 
TITRE ANTITOXIQUE 
de toxine injectée 


Liquide I. | Négative. Mort le 14° jour. 
Liquide Il. | Négative. Mort le 5° jour. 
Liquide III. | Négative. Vivant. 

(en 5 mois). 
Liquide III. | Négative. 1.000 |Vivant. 
Précipité Il. | Négative. 1.000 |Vivant. 
Précipité III.| Négative. 
Précipité III | Négative. 4.000 |Mortle 5* jour (alypique). 


oo 


minime d’antigéne conférait au précipité la propriété immuni- 
sante. Ce fait est nettement démontré par le tableau II1. 

L’anatoxine, dont la valeur immunisante initiale était de 
14 U. F., fut précipitée par l’addition de 0,5 p. 100 d’alun. 

Le précipité fut éliminé par centrifugation et au liquide clair 
décanté (I), dont la Lf=8 U. F., fut ajouté 0,5 p. 100 d’alun. 
Le précipité obtenu de nouveau (II) renfermait 7 U. F. Le 
liquide II, séparé par une centrifugation soigneuse, ne donnait 
plus de réaction de floculation méme avec des quantilés minimes 
de sérum renfermant 1 U. A. 

Avec le liquide II, on a obtenu le précipité IfI et le 
liquide HII qui n’ont pas donné de réaction de floculation, 
malgré les épreuves plusieurs fois renouvelées. 

Cependant, les cobayes 122, 125, 126, 127, 128, 130, 131 
(voir tableau II}) qui avaient recu 4 cent. cube de ces préci- 
pilés ou liquides dont la faible valeur antigéne ne pouvait pas 
étre dosée par la réaction de floculation, se montraient immuns 
en cing semaines (réaction de Schick négative) et tolalement 
ou en partie résistants aux doses fortes de toxine diphtérique 
(1.000 Dlm). Plusieurs cobayes ont gardé leur résistance & 
la toxine spécifique pendant cing mois. 

Ainsi, les expériences sur des cobayes ont montré trés net- 
tement le pouvoir antigene des anatoxines diphtériques préci- 
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pitées par l’alun. Ces expériences nous ont prouvé qu'un pré- 
cité obtenu par l’addition d’alun a l’anatoxine peut étre une 
préparation fort immunisante, méme s’il ne renferme qu’une 
dose trés minime d’antigéne. 

Ayant déja vérifié en pratique l’innocuilé absolue et l'effi- 
cacité spécifique de notre anatoxine précipitée sur un petit 
nombre d’enfants, nous avons entrepris la vaccination collective 
de la population infantile, de un 4 neuf ans, par une seule 
injection de cette préparation. 

Nos données comprennent les enfants vaccinés, en majorité, 
avec des préparations qui contenaient 0,5-0,75 p. 100 d’alun et 
dont la valeur ne dépassait pas 8-15 U. F. 

D’aprés notre expérience sur les cobayes, nous étions déja 
persuadés que l’efficacité de la préparation croit avec l’augmenta- 
tion du pourcentage d’alun et l’élévation de sa valeur antigéne. 

Toute méthode d’immunisation antidiphtérique doit satis- 
faire aux conditions snivantes : innocuité, réactivité modérée, 
forte efficacité spécifique, simplicité de préparation et cons- 
tance de sa propriété antigénique. 

L’analyse de nos documents, & ce point de vue est présentée 
dans les tableaux ci-dessous. 


InNOcUITE ET REACTIVITE, 


L’innocuité de notre préparation fut prouvée par l’expé- 
rience sur de nombreux animaux (90 cobayes) qui avaient recu 
5 et parfois méme 10 cent. cubes d’anatoxine précipitée sans 
présenter ni perte de poids, ni phénoménes particuliers, géné- 
raux ou locaux, Une petite induration, non soudée a la peau, 
apparaissantau bout de vingt-quatre & quatre-vingt-seize heures, 
se résorbait peu & peu en trois a cing semaines sans se déve- 
lopper en abcés durant les trois 4 cing mois d’observation. 

Liinnocuité d'une injection unique de notre anatoxine pré- 
cipitée est confirmée & l’heure actuelle par des centaines de 
milliers d’injections, effectuées par nous en Ukraine et dans 
une partie de l’URSS, au cours de l'année 1934. 

Liabsence de complications pendant toute cette campagne 
vaccinale nous autorise a affirmer l'innocuité de notre prépa- 
ration. 
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Nous avions déja, le 1°" novembre 1934, & Kharkov et ses 
banlieues, plus de 50.000 enfants vaccinés, a différents ages, 
en majorité, de un & neuf ans. 

La réactivité & Vinjection unique de l’anatoxine précitée est 
présentée en partie dans le tableau IV. 


Tasteau IV. — Réactivité a injection unique 
d’anatoxine précipitée. 


REACTIONS 
NOMBRE 


AGE DES VACCINES 
de vaccinés 
faibles moyennes 


Un a huit ans 423 67 
Huit a quinze ans ... 3 572 116 


995 183 


D'aprés ce tableau on voit que la majorité des enfants ino- 
culés présentent de faibles réactions locales et seulement une 
minorité insignifiante (3 p. 100) de vives réactions générales et 
locales. 

De régle, une petite tache rouge et légerement cedémateuse, 
sensible au toucher, apparait au lieu de l’injection. La sensibi- 
lité disparait en vingt-quatre heures, mais la rougeur demeure 
encore vingt-quatre heures. 

Un gonflement dur, non douloureux, des dimensions d’une 
noisette, se forme chez la plupart des sujets vaccinés; il n’est 
pas soudé & la peau, se résorbe lentement et disparait vers 
la fin de la troisiéme semaine. 

Les réactions locales vives se manifestent par un cedéme 
considérable, de 7 & 10 centimétres environ, douloureux et 
fortement hyperémié; apres quarante-huit & soixante-douze 
heures, l'hyperémie et la sensibilité diminuent. Dans la 
majorité des cas, les réactions locales font défaut, il n'y a 
qu'une rougeur insignifiante, disparaissant en vingt-quatre 
heures. ed 

En pratiquant la vaccination par une injection unique d’ana- 
toxine précipitée, nous avons noté un grand nombre de réac- 
tions locales et générales dans la ville de Koupiansk. 
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Un grand pourcentage de réactions prononcées a été observé 
chez les écoliers au-dessus de huit ans, ainsi que chez les 
enfants de un & cing ans. A l’examen détaillé des documents 
réunis, nous avons constalé que la méme série d’anatoxine était 
simultanément utilisée 8 Kharkov, Vorochilovsk, Stalino et a 
la zone périphérique de Koupiansk, sans que le moindre acci- 
dent y fat enregistré. L’idée nous est venue que la réactivité 
élevée chez les vaccinés de Koupiansk n’était pas due a l’intro- 
duction de l’anatoxine précipitée, mais probablement & la 
malaria qu'elle avait provoquée. 

Pour vérifier la justesse de notre supposition, nous avons 
vacciné 165 enfants, de un & quinze ans, & Kharkov, avec 
Vanatoxine de la série 811, recue directement de Koupiansk 
(du méme lot). En méme temps notre collégue Vera Moldavsky 
de l'Institut de protozoologie a vacciné avec cetle série d’ana- 
toxine 5 sujets paludéens qui se trouvaient a l'Institut pour 
la malaria expérimentale qui leur avait été injectée sans pré- 
senter des accés malariques pendant un temps assez long. _ 

En outre, 2 sujets atteints de malaria, qui faisaient déja 
depuis longtemps la cure spéciale 4 l'Institut ont regu 4 cent 
cube d’anatoxine précipitée de la série 829, dont la faible 
réaclivilé avait été notée par les médecins du Service de vacci- 
nation. 

Chez 165 enfants, qui avaient recu 4 cent. cube d’anatoxine 
précipilée dela série 811, on nota l’absence compléte de vives 
réactions générales et locales, sauf un mal de téte insignifiant 
observé chez 2 enfants, tandis que les 2 sujets traités pour 
malaria spontanée et 4 sur les 5 alteints de malaria expérimen- 
tale, ont présenté de vives réactions locales et générales avec 
les mémes phénoménes qui étaient enregistrés chez les vac- 
cinés de Koupiansk (vomissements, température élevée, 
céphalée, etc.). 

En observant la réactivité & l’'anatoxine précipitée, nombre 
d’auleurs ont signalé l’apparition d’abcés stériles consécutifs 
aux indurations au lieu de injection qui se résorbent tras 
lentement. Ainsi, Saunders en a noté l’apparition douze mois 
aprés la vaccination par trois injections d’anatoxine précipitée 
avec 9 p. 100 d’alun et d’anatoxine précipitée avec 2 p. 100 
d’alun méme aprés un délai de deux ans. Baker et Gill ont 
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enregistré 8 abces sur 16.000 enfants vaccinés par un seule 
injection d’anatoxine précipitée avec 2 p. 100 d’alun. 

Au début de notre travail, nous avons observé 5 abcés chez 
des enfants les quatriéme et cinquiéme jours aprés la vaccination 
avec 1 cent. cube d’anatoxine précipitée (0,5 p. 100 d’alun). 

La contamination au moment de l’inoculation n’étant point 
exclue, il ne nous semble pas possible de porter ces abcés au 
compte de l’anatoxine précipitée. 

Les nombreuses vaccinations ullérieures (presque 50.000) 
ne nous ont pas donné jusqu’a ce moment de pareils accidents. 

Quant a l'apparition des abces tardifs, signalés par Saunders, 
nous ne les avons pas constatés, ni pendant les six mois 
d’expériences sur les cobayes, ni au cours de douze mois 
d’observation sur des enfants vaccinés. 

Telles sont les données concernant Ja réactivité & la vaccina- 
tion par une injection unique d’anatoxine précipitée. Elles 
démontrent chez les groupes d’age différent que la sensibilité ne 
dépasse pas la sensibilité & lanatoxine ordinaire. 


Erricacir&. 


Comme critérium de l’efficacité nous avons considéré : 

4° Le pourcentage des réactions de Schick positives trans- 
formées en négatives aprés la vaccination ; 

2° Le titre antitoxique du sérum des sujets vaccinés. 

L’épreuve de Schick, selon l’avis de nombre d’auteurs (Kas- 
sovitz, Kellog, Stevens, Hirszfeld, Jensen), ne va pas de pair 
avec le titre antitoxique. Par conséquent il ne peut pas servir 
toujours d'‘indice absolu d’un certain degré d’'immunité contre 
la diphtérie, mais la déviation de la réaction de Schick est d’un 
pourcentage si minime qu'il se laisse facilement corriger dans 
les gros chiffres. C’est pourquoi la réaction de Schick est 
considérée comme la méthode de contréle de lefficacité des 
antigenes diphtériques par la plupart d’auteurs (Park, Schréder, 
Zingher, O’Brien, Okel, Martin, Dick, Ramon) et garde tou- 
jours sa valeur. 

Les tableaux V, VI, VII, VIII et 1X montrent l’influence de 
la vaccination par l’anatoxine précipitée sur le virage de la 
réaction posilive de Schick en négative. 
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Sur 3.271 enfants, de un & neuf ans, présentant une réaction 
positive & l’épreuve de Schick, 2.773 ont donné une réaction 
négative cing & neuf semaines apres l’injection de 4 cent. cube 
d’anatoxine précipitée par 0,50 a 0,75 p. 100 d’alun, renfer- 
mant 7414 U. E., soit 84,9 p. 100 d’efficacité (tableau V). 


TasLteau V. — Efficacité de l’immunisation 
par l’anatoxine précipitée. 


DELAI 


ea Ere l'épreuve|REACTIONS | REACTIONS] POURCENTAGE 


AGE DES VACCINES de de Schick 5 ; : : 
eu positives | négatives d’efficacité 
semaines 


vaccinés 


Unnaesixans-ser oa 
Sept a neuf ans. . 


Motalle=.ae < 


Remarque : Tous les enfants avaient donné une réaction positive a l’épreuve préalable 
de Schick. 


836 enfants, de un a six ans, furent vaccinés pour la pre- 
miére fois. Dans cing & neuf semaines, 696 d’entre eux ont 
donné une réaclion négative. 

Les tableaux VI et VII montrent le virage de la réaction 
positive en négative chez les enfants des écoles, qui avaient 
subi déj& quelque vaccination contre la diphtérie, ainsi gue 
chez les enfants des jardins et des créches, qui ne furent jamais 
vaccinés auparavant. 

Il est a noter qu'un grand nombre d enfants des écoles 6, 28, 
23, 51 et d’autres ne se montraient pas encore immuns cing & 
neuf semaines apres l’injection unique d’anatoxine préci- 
pitée. C’était en partie des enfants des écoles de la zone péri- 
phérique, dont les classes primaires comprenaient des enfants 
de la campagne, c’est-a-dire les groupes, qui n’avaient subi 
aucune vaccinatiou antidiphtérique. Les enfants présentant 
une réaction de Schick posilive cing & neuf semaines apres 
Yimmunisation ont été éprouvés une seconde fois douze a 
vingt semaines plus tard. 


Les résultats du deuxiéme controle sont présentés dans le 
tableau VIII. 
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Tasreau VI, — Immunisation par une injection unique 
d@’anatoxine précipitée (écoles). 
I OOOOOeEEEeEeEEEEEEEOOEEOEeeeeeeeeeeeee _—e 
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Co thet Nes ceed | aye mR 
années semaines 

2A ae mee yes et TAS SHO 7  |Tous les enfants ont 

Sieber. Pe : 8 60) 9 & 10} 40 50 donné une réaction 

82 elif Pi a 43) 7a 9 0 13 positive al’épreuve 

36 |Ta 9 58 11 9 49 préalable de Schick. 
32 7 8 Si 7 a Bis 17 
O2MR et am sensu all BY oe 465140 A 3h 48 150 
TC ee eS ee ga 9 36) 7a 8] 6 30 
37 -\8 a 8 Cit Chae ea ab 68 
Sonus 8a 9 47 7) 40 37 
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Tasteau VII. — Immunisation par une injeetion unique 
d’anatoxine précipitée (créches et jardins d’enfants). 
SE 
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Tasteau VIII. — Seconde épreuve de Schick des enfants immunisés 
une fois avec lanatoxine précipitée. 


épreuve 


ETABLISSEMENTS 


NOMBRE 
d’enfants 
immunisés 
de Schick 
REACTIONS 
positives 
NOMBRE 
denfants 
rééprouvés 
DELAI 
de 
de Schick 
REACTIONS 
positives 
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semaines semaines 
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D’aprés le tableau VIII, on voit qu’en douze 4 vingt semaines 
le pourcentage des enfants non immuns a baissé considérable- 
ment. Ainsi, sur 74 enfants vaccinds a l’école n° 6, 18 ont donné 
encore en six semaines une réaction de Schick positive; 13 de 
ces derniers étant contrélés la seconde fois, vingt semaines 
apres, ont donné tous, sauf un, une réaction négative, A 
Vécole 38 ot 10 sur 47 immunisés ont donné, aprés- six 
semaines, une réaction positive, chez 4 sur les 9 rééprouvés 
en douze 4 vingt semaines la réaction positive est devenue 
négative. Aux écoles 51, 11, au jardin 83 et dans plusieurs 
autres établissements oti nous avons soumis 4 la deuxiéme 
épreuve la majorilé des enfants restés encore non immuns six 
& neuf semaines aprés la vaccination, la baisse du taux des 
réactions positives fut considérable. Ainsi, 3.271 enfants immu- 
nisés par une injection unique d’anatoxine précipitée ont 
donné 84,8 p. 100 d’immuns au bout de cing & neuf semaines 
et 93,6 p. 100 en douze a vingt semaines (d’aprés la seconde 
épreuve de Schick). 

Le tableau IX montre l’accroissement progressif de l'immu- 
nité chez les enfants vaccinés par une seule injection. Les 
données de ce tableau sont en pleine concordance avec les 
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conclusions auxquelles ont abouti Havens, Graham, Wells, 
a . ° . 

Park, Walker dans leurs travaux d’immunisation par les ana- 

toxines précipitées avec l’alun. 


Tasteau IX. — Efficacité de immunisation 
avec une seule injection de l’anatoxine précipitée. 


Quatre a septsemaines .a-memc )- see enn 84,4 p. 100 
Huitsaconze semaines). -. ene © ae tne 85,0 — 
Douze a vingt semaines yeu ee ae men oie 94,3 — 


Nos données démontrent la durée du contact de l’antigéne 
avec l’organisme et confirment la justesse du principe pris par 
Glenny comme base de ses travaux sur les antigénes a l’alun. 
Il pense que l’efficacité de immunisation contre la diphtérie 
résulte, non pas de la quantité d’antigéne introduite, mais de 
la durée de son action dans l’organisme. 

Alors la question se pose : est-ce que le taux d’alun ajouté et 
la valeur antigene de la préparation jouent quelque réle dans 
Ja vitesse avec laquelle ’immunilé est conférée? 

Nous ne pouvons pas encore donner de conclusions définitives 
surce sujet d’aprés notre pratique d'immunisation par une 
injection d’anatoxine précipitée, car notre documentation sur 
Vefficacité (v. tableaux V, VI, VII, VIII) est, presque exclusi- 
ment, basée sur l’application des antigénes de 7-14 U. F. 
renfermant 0,5 & 0,75 p. 100 d’alun. Nos expériences sur des 
cobayes (v. tableaux I, If, II) ont montré que |’augmentation 
du taux d’alun fait monter d’un certain degré le titre anti- 
toxique du sérum des animaux immunisés, renforcant en 
méme temps leur résistance vis-a-vis de la toxine diphtérique. 
Ces expériences ont également montré que l’immunisation 
des cobayes par les anatoxines de faible valeur, renfermant 
2p. 100 d’alun, protége les animaux contre des doses mas- 
sives de toxine, provoquant chez eux la production d’antitoxine 
jusqu’a 4 unité. 

Ces faits, ainsi que les données du tableau X montrant 
lavantage de la préparation avec 0,75 p. 100 d’alun, nous 
aménent 4 la conclusion que augmentation du taux d’alun 
additionné et le renforcement de la valeur antigéne de la pré- 


paration augmentent beaucoup I'efficacité déja en cing a neuf 
semaines. 
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TasLeau X. — Influence 
du taux de l’alun sur lefficacité de immunisation. 


SERIE TITRE REACTIONS DE SCHICK | yoypne 


stared Di NOMBRE F 
anligénique ’ dans 5 a 9 semaines , 
de a5 d’enfants d’enfants 


Vanatoxine immunisés immunisés 


l’anatoxine ‘ ; abs. p. 100 
(U.F.) ( Positives | Négatives ( 


323 69 254 19 
4.310 233 1.073 &2 
1.267 155 4.142 88 


S Remarque : Tous les enfants ont donné une réaction positive a l'épreuve préalable de 
chick. 


TasLeau Xf. — Antitoxine dans les sérums des enfants immunisés 


AGE 
des enfants 
NOMBRE 
de sérums 


nomere | DELAT 


oe diepreire dU Ad0.8 04, 102-U. A= 0.2. U,A10,t-U,A.| <2 0.2 UA. 


sérums ce 
semaines 


B. — Répartition des litres antitoxiques des sérums, 
suivant le délai de l’épreuve. 


Le titre antitoxique du sérum des sujets immunisés est 
présenté au tableau XI. 

Au total, 53 sérums ont été étudiés au point de vue de leur 
teneur en antitoxine. Le titre antitoxique a été déterminé de 
cing & onze semaines aprés l’immunisation, a l’aide de la 
méthode de Romer. 

23 sérums sur 53 ont montré un titre de 1/5 U. A. a 1/20 
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U. A.; 2 sérums > 1/10.W,A., 416) 4740 U7 Bee 1/10 
U. A. Le titre du reste des sérums a varié de 1/5 a1 U. A.; 
pour 2 sérums il a dépassé 1 U. A. dans 4 cent. cube; 7 ont 
donné 1 Us A.; 4>4/2 U. A.;-et 8, 1/2.U- A. 

10 sérums ont été étudiés seulement cing & six mois aprés 
VYimmunisation; c’étaient ceux du groupe d'enfants ayant 
donné une réaction de Schick positive cing & neuf semaines 
apres immunisation et une réaction de Schick négative cing a 
six mois aprés l’immunisation. Celte étude a donné les résul- 
tats suivants : 1 sérum contenait 1 U. A., 3, 1/2 U. A et 
4, 4/10 U. A. 


Tasteau XII. — Titre antitoxique des sérums des enfants immunisés 
par trois injections d’anatoxine de haute valeur antigéne. 


TITRE 


NOMBRE DE U.F. DOSES ET ORDRE NOMBRE NOMBRE 


dans 1 cent. cube total de U.F. anvitoxique de sérums 
d’anatoxine dinjections inoculés 


de sérums (p. 100) 


1, 1, 2 cent. cubes. 


Nous reproduisons dans le tableau XII les données de 
Ramon et ses collaborateurs (Ramon, Debré, 1932). 

Comparant les données des tableaux XI et XII, on voit quela 
variation du nombre d'unités antitoxiques dans les sérums des 
enfants immunisés par une seule injection de 4 cent. cube d’ana- 
toxine précipitée ne différe pas de celle des enfants immunisés par 
les anatoxines de haule valeur antigénique, en trois injections. 

Admettant quelque relativité pour la réaction de Schick, il 
faut pourtant reconnaitre que le dosage direct de |’antitoxine 
dans les sérums des enfants immunisés prouve avec éyi- 
dence limmunité réelle conférée par une seule injection 
d’anatoxine précipitée. : 

Liefficacité épidémiologique d’anatoxine précipitée fera 
objet d’une communication spéciale. 

La stabilité antigénique de lU'anatoxine précipitée. 

Le fait trés important dans |’évaluation des préparations 
antidiphtériques, c’est leur stabilité antigénique. 
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Aprés quinze mois d’observation, nous avons la possibilité 
de caractériser ]’anatoxine précipitée de ce point de vue. 

Les anatoxines précipitées des séries 803, 807, 804, préparées 
le 15 juillet 1933, ont été conservées a la température de labo- 
ratoire jusqu’a la fin d’octobre 1934. 

Pendant cet espace de temps, leur valeur antigénique était 
éprouvée plusieurs fois au moyen de la réaction de floculation 
et par l'injection aux cobayes. 


Tasteau XIII, — Stabilité antigénique des anatoxines précipitées. 


TITRE 
anligénique 
des anatoxines 
précipitées 
(U.F.) 


INJECTEE 


COBAYES 


’ 


DATE DE L INJECTION 


RESULTAT 


d’anatoxine 
dans 2 4 3 semaines 


NUMEROS DES SERIES 
(centimélre cube) 
REACTION DE SCHICK 


NUMEROS DES 
DOSES DE TOXINE INJECTEES 


DOSE D'ANATOXINE 


on 
ise) 
for) 
= 
vey 
as 

° 

oO 
ive) 
= 


4 avril 1934 
| 27 septembre $934 
27 octobre 1934 


Survie. 


Nég. Survie. 

Négq. (en 4 8.). Mortle 3* jour. 
Nég. (en 8 s.). Survie. 
( : Survie. 
Survie. 
Survie. 
Survie. 


L’anatoxine de la série 803, dont le titre antigénique, le 
15 aott 1933, était de 14 U. F., donnait aux épreuves du 
4 avril et du 27 octobre 1934 le méme titre. Le cobaye 303, 
injecté avec 1 cent. cube d’anatoxine de cette série, conservée 
huit mois et demi au laboratoire, présenta, aprés trois semaines, 
une réaction de Schick négative, 9,5 U. A. par cenlimétre 
cube de sérum et résista 4 l'introduction de 500 Dim de toxine 
diphtérique. Les cobayes XII, XUI et XIV injectés respective- 
ment avec 0 c.c. 5, 0c.c. 3 et0c.c. 2 de la méme anatoxine 
conservée plus de quatorze mois au laboratoire, se sont montrés 
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en deux & huit semaines Schick négalifs et suffisamment résis- 
tants 42500 Dim de toxine. * 

Cela est également vrai pour les séries 804, 807 et 836, qui 
ont gardé leur pouvoir antigene aprés neuf & quinze mois de 
conservation & la température de laboratoire. 


CONCLUSIONS. 


1° L’addition d’alun de sodium aux anatoxines diphtériques 
fait croitre leur efficacité immunisante ; 

2° L’augmentation du taux d’alun additionné augmente la 
production d’antitoxine dans le sérum des cobayes immunisés 
et accroit leur résistance aux doses massives de toxine diphté- 
rique ; 

3° Le précipité du bouillon Martin obtenu au moyen d’alun 
n’étant pas une préparation immunisante spécifique, acquiert 
de hautes propriétés antigéniques en présence d'une quantilé 
minime d’antigéne spécifique ; 

4° L’anatoxine précipitée est une préparation inoffensive ; 

5° Une seule injection d’anatoxine précipitée provoque, chez 
les enfants de différents ages, des réactions égales a celles que 
fournit l’anatoxine ordinaire; 

6° Une seule injection d’anatoxine précipitée fait virer en 
cing & neuf semaines la réaction de Schick positive ou néga- 
live dans 84,8 p. 100 des cas; en douze & vingt semaines le 
pourcentage monte jusqu’a 93,6 p. 100. 

7° L’augmentation du taux d’alun et de la valeur antigéne 
de la préparation augmente l'efficacité de la vaccination par 
l’anatoxine précipitée en cing & neuf semaines; 

8° L’application de l’anatoxine précipitée en une seule injec- 
tion éléve le titre antitoxique du sérum des enfants immunisés 
jusqu’a 1 U. A. en cing & neuf semaines; 

9° L’anatoxine précipitée, conservée pendant quinze mois & 
la température de laboratoire, garde sa valeur antigéne. 
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ESSAI D’'IMMUNISATION ANTIPNEUMOCOCCIQUE 
PAR INHALATION 


par J. P. EXCHAQUET. 


(Institut d’Hygiéne de Université de Zurich. 
Directeur : Professeur SitBeRscHMipr. ) 


Introduction. 


Le poumon, a cause de sa surface d’absorption considérable, 
semble étre une voie extrémement favorable 4 l’application de 
médicaments ou de substances immunisantes. Heubner [4] a 
démontré que le poumon pouvait absorber de grandes quan- 
tités de liquide. D’autre part, il est & noler que certaines 
substances parviennent plus rapidement dans le courant san- 
guin si elles sont injectées dans la trachée que par la voie 
sous-cutanée. 

Ces raisons expliquent que linhalation ait joué, depuis 
quelques années, un role assez considérable en médecine 
expérimentale. Silberschmidt [2] a prouvé que l’immunisation 
par inhalation était possible, immunisation avec l’ana- et 
Vantitoxine diphtérique et tétanique. I] a aussi, en employant 
cette voie d’application, réussi & intoxiquer avec de Ja toxine 
tétanique, diphtérique et avec de la ricine, des cobayes, des 
rats et des souris. Il a enfin, avec ses éléves (Verdan) [3], 
essayé la voie pulmonaire pour l’application de médicaments. 

Stillmann et Eguchi, eux aussi, ont obtenu, par inhalation, 
limmunité antipneumococcique. Eguchi [4] a réussi & immu- 
niser de jeunes souris et des souris adultes, par des inhala- 
tions répétées de pneumocoques tués, contre des doses 
cent fois mortelles. Stillmann [5] a obtenu une immunité, 
faible & vrai dire, chez des souris ayant résisté 4 l’infection de 
pneumocoques virulents; mais il a surtout cherché Aa 
obtenir [6] chez des lapins, par des inhalations répétées de 
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pneumocoques virulents du type J, une immunité décelable 
par la mise en évidence dans le sérum de ses lapins, d’agglu- 
tinines, d’une part; d’anticorps protégeant la souris contre 
latteinte pneumococcique d’autre part. Il a montré que le 
pourcentage des lapins présentant des agglutinines dans leur 
sérum reste stationnaire aprés cing séances d’inhalation, et 
relativement bas (25 p. 100), tandis que le pourcentage de ceux 
qui présentent des substances protectrices est proportionnel 
au nombre de séances (aprés dix séances, 82 p. 100). 

Il a enfin prouvé [7] que l’inhalation de pneumocoques du 
type I provoque dans le sérum du lapin la formation d’anti- 
corps spécifiques qui y subsistent plusieurs années; avec le 
type II, ces anticorps apparaissent de maniére passagére 
(quelques mois), tandis qu’avec le type IJ, on ne peut jamais 
en déceler. 

Enfin, Brunzema {8] a démontré que des « quantités natu- 
relles » (1) de pneumocoques virulents ne déterminent 
jamais d’immunité. 

D’autre part, bien des auteurs ont étudié l’infection expéri- 
mentale par voie d’inhalation. Stillmann, comme d’ailleurs 
Lange, a montré la résistance de la souris & l’infection pneu- 
mococcique par inhalation. Dans ses premiers travaux, Lange 
nie la possibilité d’infection par cette voie [9], méme en 
employant des doses dix et cent fois mortelles [40]. Plus 
tard [44] il a réussi & infecter, dans 16 p. 100 des cas, des 
souris blanches. Il a démontré alors que ce pourcentage si bas 
n’était pas dfi & une diminution de la virulence du pneumo- 
coque, mais & sa disparition trés rapide du poumon. Jamais 
Lange n’a obtenu par inhalation de pneumocoques virulents 
de pneumonie expérimentale chez la souris, car sa méthode 
ne permettait pas l’invasion massive du poumon. 

Ces derniéres années, Neufeld [12] a obtenu chez la souris, 
non seulement la septicémie pneumococcique, mais la pneu- 
monie expérimentale & pneumocoques, par la voie respira- 
toire. Il y est arrivé en employant non l’inhalation, mais la 
méthode de Shope [13], et d’Andrewes, Laidlaw et Smith [44), 


(1) Il qualifie de « naturelle » une quantité équivalente a celle que les 
souris peuvent inhaler en dehors de toute expérimentation. 
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a savoir l’instillation nasale d’une émulsion de pneumocoques 
virulents pendant la narcose. il procéde de la fagon suivante : 
la souris est narcotisée a l’éther; cette narcose, contrairement 
a la narcose chloroformique, est tres généralement bien sup- 
portée; dés que la souris est endormie, on la saisit de facon 
que l’animal repose, légérement incliné sur le dos, dans la 
paume de la main. Au moyen d'un tube capillaire, on instille 
dans les narines une gouttelette de bouillon de culture de 
vingt-quatre heures. L’absence des réflexes permet |’aspiration 
directe du liquide jusque dans les poumons, ce que Neufeld a 
prouvé en instillant, au lieu de bouillon, de l’encre de Chine 
décelable, aprés sacrifice immédiat de l’animal, jusque dans 
les ramifications extremes de l’arbre pulmonaire. Cette 
méthode est analogue a |’inhalation en ce sens qu’elle emploie 
aussi la surface pulmonaire comme voie d’absorption, mais 
différente en ce que l’apport au poumon est infiniment plus 
- massif, plus court et aussi plus dosable. Elle a permis & Neu- 
feld et & ses collaborateurs des études sur la pneumonie expé- 
rimentale due au pneumocoque et & d’autres agents pathogénes, 
sur la résistance naturelle des poumons & l'infection, sur l’im- 
munité engendrée par linstillation de vaccins [45] et sur la 
séro- et l’aurothérapie de la pneumonie expérimentale [46]. 

Tout récemment, Rake [47] a publié une étude de |’aspect 
anatomo-pathologique des Iésions causées par J instillation 
nasale de pneumocoques. Il conclut que ces lésions sont diffé- 
rentes quantitativement suivant les souches de souris, et qua- 
litativement suivant les types de pneumocoques. En général, 
Vinstillation de pneumocoques du type I délermine une pneu- 
monie diffuse et une glomérulo-néphrile aigué. 


Depuis que les remarquables travaux des auteurs améri- 
cains Avery, Heidelberger, Morgan, etc., sur la constitution 
chimique de lantigéne pneumococcique ont abouti & la décou- 
verles des polysaccharides capsulaires vecteurs de la spécificité 
de type et des corps nucléaires vecteurs de la spécificité 
d’espéce, la valeur antigénique de ces différentes fractions a 
fait Vobjet de nombreuses études. Celles-ci ont amené a la 
conclusion suivante : le polysaccharide extrait de la capsule 
du pneumocoque n’est pas antigéne, en ce sens qu'il ne sti- 
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mule pas la formation d’anticorps ; en revanche, les expériences 
d’Avery et Goebel [48] semblent prouver que son composé acé- 
tylé aurait une certaine valeur antigénique; la protéine isolée 
du pneumocoque est antigeéne; elle provoque la formation 
d’anticorps qui réagissent avec la protéine de pneumocoques 
homo- et hérérologues, done d’anticorps spécifiques d’espéce 
et non de type [49]. 

Felton [20] a relaté des expériences d’immunisalion avec 
des fractions antigéniques de pneumocoques, fractions solu- 
bles ou insolubles dans les acides ou dans les bases qui lui ont 
permis d’oblenir, d’abord chez la souris, puis chez homme, 
une immunité notable. Ses résultats nous ont incité & chercher 
si inhalation de l'un de ces antigénes conférait une immunité 
a la souris et au lapin. 


Expériences personnelles. 


Nous nous sommes attaché a étude de Vimmunilé par 
inhalation de pneumocoques ou d’extrait pneumococcique. 
Toutes nos expériences ont été faites en utilisant comme virus 
une souche de pneumocoque isolée d’un crachat de pneumo- 
nique : nous avons choisi, &dessein, une souche du type I, qui 
se préte mieux que tout autre & des expériences de ce genre 
pour les raisons suivantes : 

1. Les expériences de Stillmann ont prouvé que seul le 
type I permet d’obtenir une immunité durable; 

2. Selon Yoshioka [21], les souches avirulentes ont un pou- 
voir antigénique faible ou nul; or, les seules souches viru- 
lentes que nous ayons isolées au début de nos recherches 
étaient du type I. 

Pour nos inhalations, nous nous sommes servi d’une émul- 
sion de pneumocoques tués par la chaleur. On sail, depuis que 
Killian [22] a consacré de nombreuses études & l’immunisation 
anlipneumococcique, que la valeur antigénique du pneumo- 
coque n'est pas diminuée par la chaleur; que méme il peut 
élre chauffé 4 100° pendant trente minutes sans la perdre. La 
souche par nous isolée ne présentant pas une virulence sulffi- 
sante, nous |’avons exallée par quinze passages successi!s sur 
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la souris; nous avons ainsi obtenu une souche dont la 
virulence était telle que 0 c»c. 000002 de bouillon de culture 
de vingt-quatre heures tuait la souris en quarante-huit a 
soixante-douze heures. Cette virulence, qui est loin d’étre 
« maximale »,au sens de Lange, s’est montrée suffisante. 

Nous avons conservé cette souche, pendant les neuf mois 
qu’ont duré nos expériences, grace a la méthode préconisée 
par Neufeld. Nous prélevions aseptiquement le coeur et la rate 
de souris mortes de septicémie pneumococcique, nous les des- 
séchions dans le vide et les conservions & la température du 
laboratoire. Un fragment de l'un de ces organes, ensemencé 
dans du bouillon, nous a toujours donné une culture abondante 
et de virulence constante. Ce procédé a permis a Neufeld de 
conserver depuis plus de vingt ans une souche de pneumo- 
coques du type I, en alternant les séjours a l’exsiccateur et les 
passages sur la souris. 

Quant & la technique de l’inhalation, nous avons employé, 
avec de trés légéres modifications, celle que Silberschmidt a 
décrite dans ces Annales [1], ce qui nous dispense de plus 
longues descriptions; l'inhalateur, relié & une pompe 4a eau, 
nous permeltait d’obtenir une inhalation plus continue et de 
plus longue durée que celui de Lange, actionné par une 
pompe de bicyclette. Nous croyons pouvoir attribuer a cetle 
amélioration technique les légéres différences entre les résul- 
tats de cet auteur et les nétres. Curieux de connaitre approxi- 
mativementla dose inhalée par nos souris et employant & cet 
effet la méthode de Lange (sacrifice de l’animal immédiate- 
ment aprés une inhalation, broyage du poumon et ensemen- 
cement de dilutions de ce broyage), nous avons, aprés quinze 
minutes d’inhalation, pu voir que la 1/10.000 partie du 
poumon donnait encore une culture de pneumocoques, alors 
que Lange obtenait rarement une culture en ensemencant la 
1/4.280 partie du poumon. 

4 séries d’expériences ont fait l'objet de cette étude ; 
ce sont: 


{° L’infection par inhalation et instillation de pneumocoques 
virulents ; 


2° L’immunisation par inhalation de pneumocoques tués par 
la chaleur ; 
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3° L’obtention de sérums par inhalation de pneumocoques 
tués par la chaleur; 

4° L’immunisation et l’obtention d’un sérum par inhalation 
d'un extrait pneumococcique. 


1° INFECTION PAR INHALATION ET PAR INSTILLATION 
DE PNEUMOCOQUES VIRULENTS. 


Avant d’entreprendre |’étude de immunisation par la voie 
respiratoire, nous avons cherché & nous rendre compte si 
Yinhalation de pneumocoques virulents infectait réguliére- 
ment les souris. Nos premiéres expériences, datant du prin- 
temps 1935, furent trés satisfaisantes. En effet, alors que 
Lange n’infectait que 16 p. 100 de ses souris, nous avons 
réussi, avec des doses & vrai dire beaucoup plus massives, & 
infecter la totalité de notre lot de 12 souris. Chaque séance 
d@inhalation durait vingt-cing minutes. La quantité pulvérisée 
par séance était une émulsion en solution physiologique de 
2cultures de vingt-quatre heures sur tube de gélose ascite 
inclinée. (Nous avons toujours employé, pour nos inhalations, 
des émulsions de bacilles cultivés sur gélose plutét qu’en 
bouillon; la vérification de la pureté de la souche étant, par 
celte méthode, grandement simplifiée. ) 

De nos 12 souris, 6 sont mortes aprés une séance (aux 
deuxiéme, troisiéme, cinquiéme, sixiéme et sepliéme jours), 3 
apres 2 séances (aux premier, troisiéme et quatriéme jours sui- 
vant Ja deuxiéme inhalation), 1 aprés 3 séances et 2 aprés 
7 séances. Toutes ces souris sont mortes de septicémie pneumo- 
coccique, vérifiée par le frottis direct et l'ensemencement de la 
rate et du sang du ceeur; en outre, l'une d’entre elles présen- 
tait une pneumonie bilatérale & pneumocoques. 

Nous avons ainsi obtenu une mortalité de 100 p. 100; mais 
nous avions déja été frappé par les grandes différences indivi- 
duelles de la sensibilité de nos souris & ce mode d infection; 
alors qu’une séance suffisait 4 infecter mortellement 6 souris 
sur 12, il fallail 7 inhalations successives pour tuer les plus 
résistantes. 

En juillet 1935, nous avons fait & nouveau, pour éprouver la 
résistance de souris immunisées par inhalation (cf. tab. J), 
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une nouvelle expérience d’infection par inhalation. Les 3 souris 
témoins, non trailées, succombérent aprés 2, 4 et 8 séances 
d'inhalation; & chaque séance, nous pulvérisions |’émulsion 
de 4 cultures sur gélose; il nous a done fallu pulvériser 32 cul- 
tures pour infecter mortellement l’une des 3 souris, tandis que, 
dans l’expérience précédente, la pulvérisation de 2 cultures 
avait suffi pour tuer 6 souris. La grande variabilité d'action de 
l'infection par inhalation observée alors, puis dans des expé- 
riences postérieures dont les résultats furent plus inconstants 
encore (nous n’obtenions plus régulitrement la mort de nos 
souris), nous engagérent & abandonner cette méthode: pour 
adopter celle de Neufeld : V’instillation d’émulsion pneumococ- 
cique sous narcose. Nos expériences, qui portent d’ailleurs sur 
un petit nombre d’animaux, ont confirmé celles de Neufeld; 
nous avons employé des doses plus élevées que cet auteur : 
nous instillions. environ 0 c. c. 03 de l’émulsion d’une cul- 
ture sur gélose inclinée dans 1 cent. cube d’eau physiologique. 
Nous avons ainsi réguliérement obtenu l'infection mortelle 
apres une seule instillation, toutes nos souris présentaient des 
pneumocoques dans le sang et dans la rate; 5 sur 6 présen- 
taient en plus des lésions pulmonaires allant de la simple 
hyperémie & Ja pneumonie. 

En résumé, |’infection par inhalation de pneumocoques viru- 
lents donne des résultats inconstants. Au contraire, l’instilla- 
tion nasale, sous narcose, d'une émulsion de pneumocoques 
détermine réguliérement linfection mortelle de la souris. 


2° IMMUNISATION PAR INHALATION DE PNEUMOCOQUES TUSS. 


Dans cetle partie de notre travail, nous avons procédé a 
6 séries d’expériences. Dans chacune d’elles, nous avons 
cherché & immuniser des souris par inhalation de pneumo- 
coques tués par la chaleur : nous chauffions pendant trente 
minutes notre émulsion au bain-marie 470°; puis nous en contré- 
lions la stérilité par ensemencement sur gélose-ascite. Les 
doses inhalées, le nombre de séances d’inhalation, de méme 
que le mode d’infection, ont varié. Nous exposons dans les 
tableaux I et Hf les expériences dans lesquelles nous avons 
employé l'inhalation et instillation comme mode d’infection; 
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TasLeau I. — Immunisation par inhalation de pneumocoques tués. 


Epreuve dimmunité par inhalations répétées de pneumovcoques 
virulents. 


Matériel employé pour les inhalations : émulsion en solution physiologique 
de cultures de vingt-quatre heures sur gélose inclinée. 


5 SS TS aaa Tn 


IMMUNISATION SOURIS TRAITEES SOURIS TEMOINS 
pe Bes Se Laat See 

Q Nombre be ‘ 

3 “tide cultures Si et 

2/28 pulvérisées INFECTION os 3 o3 = 

= |45 se] 4 |38 = 

© |S q a a an 

o jc” <3 Bs =) 5s >) 

© |Zo] 0 s Z [aa] Zi fo] 

isl Lo} o Sy 2 3 

em a8 ° 

(=) “O ass 
| 8 séanees inhalation de pneumocoques| 1 | Survit.| 4 |+ 3.11 (4). 

30) 22) 4 88 virulents en dix jours. A chaque séance.} 2 Survit.| 2 |+ 6.1V (4). 
pulvérisation de 4 cultures sur gélose.| 3 | Survit.{ 3  |+ 10. VIII (4). 
OO 

(1) +6. IV. signifie : souris morte le sixiéme jour aprés la premiére inhalation, soumise a 4 séances d'inha- 
‘ lation infectante. 


| Tasteau Il. — Immunisation par inhalation. Epreuve d'immunité 
par instillation nasale. 

| Matériel employé pour les inhalations : cf. tableau I. 

eae ge a an ae a 
| IMMUNISATION SOURIS TRAITEES] SOURIS TEMUINS 


Nombre 
de cultures 


pulvérisées ETE UL 


Nombre 
de séances 
Numéro 
de la souris 
Résultat 
de la souris 
Késultat 


| Durée en jours 
par 
scéance 


Survit. 
Survit. 
Instillation sous narcose ; Survit. 
Vme gouttelette d’émul- 
sion de pneumocoques . ; 
virulents. Survit. 
Survit. 
Survit. 


+ 2 signifie : souris morte le deuxiéme jour aprés l’insbllation. 


dans le tableau II, celles dans lesquelles limmunité de nos 
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souris a été éprouvée par l’injection intrapéritonéale de pneu- 
mocoqgues virulents. . 

I] résulte des deux premiers tableaux que les souris immu- 
nisées ont toutes supporté l'inhalation ou J’instillation de 
pneumocoques virulents qui tuaient les témoins. 

Dans les expériences 3 et 4 du tableau III, nous avons 
cherché & voir s’il y avait avantage a inhaler de petites doses 
d’antigéne souvent répétées, ou de fortes doses plus espacées. 
Avec des quantités antigéniques totales & peu prés équivalentes, 
nous avons obtenu des résultats semblables. Nous ne pouvons 
donc pas conclure a l’avantage de l'une de ces méthodes sur 
Vautre. 

Les résultats de ces expériences ‘nous montrent que |’inha- 
lation de pneumocoques tués peut engendrer une immunité 
assez considérable, a condition d’employer de fortes doses 
antigéniques et de répéler les inhalations. Aprés trois semaines 
d’inhalation, les souris ont résisté & l injection intrapéritonéale 
de 50 doses mortelles; aprés trente jours, nous avons obtenu 
une résistance contre 500 doses mortelles, alors que 2.500 doses 
mortelles n’étaient pas tolérées. 


3° OBTENTION DE S&RUMS ANTIPNEUMOCOCCIQUES 
PAR INHALATION DE PNEUMOCOQUES TUES. 


Parallélement & nos expériences sur la souris, nous avons 
traité, avec la méme technique (inhalation de pneumocoques 
tués), des lapins dans le sérum desquels nous avons recherché 
des propriétés immunisantes. Pour ce, nous avons injecté ce 
sérum sous la peau de souris qui ont été soumises aux mémes 
épreuves d’infection que dans les expériences ci-dessus : inha- 
lation, instillation, ou injection intrapéritonéale de pneumo- 
coques virulents. Les tableaux IV, V et VI montrent nos expé- 
riences faites en utilisant ces| trois modes d’infection. Nous 
navons jamais obtenu de sérums 8 litre agglulinant élevé. 

Les tableaux IV et V nous prouvent que nos sérums ont 
une certaine valeur protectrice; le tableau VI donne une base 
quantilalive & notre appréciation, car l’é6preuve d’immunité par 
vole intrapéritonéale permet un dosage exact. 

Il résulte des expériences relatées dans le tableau VI que le 


Wi 
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Taseau II]. — Immunisation par inhalation. 
Epreuve dimmunité par injection intra-péritonéale. 
Inhalations : ppeumocoques tués par la chaleur, cf. tableau I. Mode d’infec- 


tion : injection intra-péritonéale de culture de vingt-quatre heures en 
bouillon. 


IMMUNISATION INIECTION |SOURIS TRAITEES| SOURIS TEMOINS 
[->) 
oO 
8 2 Fe: 
ob 3 n e cultures es Ha Ae 
zo 4 2 8 Bel corisces Injection ¢5 o 5 ms 
Zz 8 es intra- 2 a 3 = 2 3 
Se eke pag er Ue Saale 5S 2 
= 5 a @& $s péritonéale ar ms A @ ma 
a crac 
Aden 1 Survit. 4 +2 
4 21 15 2) 30 Sd. mm. 2 Survit 2 +3 
23 d.m.} 3 aE, 
1 dim 1 +2 
5 d.m 2 + 2 
onde: 3 +2 
4 ae 22 : 88 25 d.m. i Survit. 
50 dom. 2 Survit. 
250 d. m 3 Survit. 
Dione 4 +2 
Bel 10n|| ead Survit. 2 3 
100 d.m.] 2 Survit. 3 +2 
- 100 d. m. 3 +4 4 +3 
ieee re 6 | 930 d.m.| 4 |Survit.| 5 432 
250 d m 5 + 4 6 + 2 
500 d.m. 6 + 3 
500 d. m 7 +3 
5 ee en Oe eee ee ———————s 
5d. mc: { Survit. 1 +2 
5 d.m 2 Survit. 2 =a 
100 d. m. 3 Survit. 3 +2 
: 7 100 d.m.| 4 Survit. 4 +3 
21 45 1 45 250 d. m 5 era) 5 a6 ® 
250 d.m.| 6 a4 6 +2 
500 d m 7 + 2 
310 d. m. 8 +3 
1 d.m 4 +92 
beds 2 + 2 
100 d. m 4 Survit. 3 sey) 
100 d. m 2 Survilt. 
30 70 : 140 500 d. m 3 Survit. 4 + 2 
500 d.m Hs Survit. 
2.500 d. m 5 +2 5 +1 
2.500 d. m 6 +2 
4 yf ee a se cae (ae Sy et 
4d: rae 1 +2 
adeenas 2 20) 
400 d. m. 1 Survit 3 +2 
, : ‘ 100 d. m. 2 Survil. 
50 14 8 112 500 d.m.| 3 Survit. 4 +2 
500 d. m. 4 Survit. 
2.500 d. m a +1 5 +4 
2.500 d. m. 6 +2 


+ 4 signifie: souris morte le quatriéme jour aprés injection d’¢preuve, pneumocoques 


dans la rate et dans le sang. ; 
{1 d. m. signifie 1 dose mortelle : 0 c. c. 000002 de bouillon de 24 heures. Cette dose tue 


la souris en querante-huil 4 soixante-douze heures. 
\ 
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TasLeau IV. — Immunisation d'un lapin par inhalation: recherche 
du pouvoir protecteur de son ‘sérum sur des souris infectées par 
inhalation. 


Inhalations immunisantes : pneumocoques tués par la chaleur, cf. tableau I. 
Recherche du pouvoir protecteur du sérum : injection sous-cutanée, a la 
souris, de 0 c.c. § de sérum douze heures avant la premiére inhalation 
infectante. 


= RECHERCHE 
IMMUNISATION du pouvoir protecteur 
(Lapin) (Souris) 


——— 


Nomtre 


de cultures Souris traitées| Souris témoins 
as INFECTION 
pulvérisées 


n 
Lo 
eI 
} 
= 
q 
oO 
© 
O 
I 
3 
A 


Numéro 
de la souris 
Résultat 
Numéro 
e la souris 


| Nombre de séances 
Résultat 


| par séance 


88 | en dix jours. A chaque séance, pulvé- Survit. 
risation de 4 cultures sur gélose. Survit. 


8 inhalations de pneumocoques virulents| 4 | Survit. 
2 
3 


_+ 6.IV. signifie : souris morte le sixiéme jour aprés la premiére inhalation, soumise a quatre séances 
@inhalation infectante. 


sérum de lapins ayant inhalé a plusieurs reprises, pendant 
vingt et un 4 cinquante jours des pneumocoques tués, acquiert 
des propriétés protectrices; les souris auxquelles on injecte ce 
sérum supportent l’injection intrapéritonéale de 500 doses mor- 
telles pratiquée douze heures aprés. L’action prophylactique 
se manifeste encore lorsque |injeclion de sérum a lieu en 
méme lemps que l’'infection intrapéritonéale. En revanche, si 
application de ce sérum suit l’infection & six heures d’inter- 


valle, elle ne parvient plus & enrayer le cours de la pneumo- 
coccie, 


4° IMMUNISATION ET OBTENTION DE SERUM 
PAR INHALATION D’UN EXTRAIT PNEUMOCOCCIQUE. 


Nous avons relaté les résultats obtenus par Felton avec 
différentes fractions de pneumocoques, fractions solubles ou 
insolubles dans les bases ou dans les acides, fractions obtenues 
par digestion trypsique, ete. Nous avons nous-méme essayé 
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Tas.eau V. — Immunisation d'un lapin par inhalation; recherche du 
pouvoir protecteur de son sérum sur des souris infectées par 
instillation nasale. 


Inhalations : pneumocoques tués par la chaleur, cf. tableau I. Recherche du 
pouvoir protecteur du sérum : injection sous-cutanée, a la souris, de 
0 ¢ c. 5 de sérum douze heures avant l’instillation infectante. 


IMMUNISATION du Feta ro 
Lapin i 
(Lapin) (Souris) 


Nombre 
de cultures Souris traitées| Souris témoins 
. INFECTION 
pulvérisées 


Ln 
ool 
S| 
° 
— 
| 
o 
o 
> 
HH 
= 
A 


par séance 
Résultat 


| Nombre de séances 
Numéro 
de la souris 
Résultat 
Numéro 
de la souris 


Instillation sousnarcose Wune} 4 | Survit. 
112] gouttelette démulsion de] 2 | Survit. 
pheumocoques virulents.| 3 | Survit. 


+++ 
oh > 


+ 5 signifie : souris morte le cinquiéme jour aprés l'instillation infectante. 
Une seconde expérience, avec le sérum d'un autre lapin traité de la méme facon, a 
donné des résultats semblables. 


de préparer l'un des extraits de Felton, la fraction acido- 
soluble du pneumocoque. 

Voici, en résumé, la technique employée : 

Le culot de centrifugation de plusieurs litres de culture en 
bouillon est lavé, desséché 4 l’exsiccateur, pesé et mélangé dans 
vingt fois son poids de solution décinormale de soude caus- 
tique; trente minutes aprés, on ajoute 4 cette solution alcaline 
de l'acide chlorhydrique jusqu’&é obtention d'une solution 
chlorhydrique normale; on laisse agir ce solvant pendant 
douze heures, puis on centrifuge. Le liquide surnageant, neu- 
tralisé, contient en solution la fraction acido-soluble du pneu- 
mocoque. (Pour plus de détails, et pour les différentes tech- 
niques, nous renvoyons aux travaux de Felton [19)). 

Nous avons voulu vérifier tout d’abord la valeur antigénique 
de cet extrait en l’injectant sous la peau de souris. Aprés cing 
injections journaliéres de 0 c. c. 5 de notre extrait, nous pro- 
cédimes a Jinjection d’épreuve par voie intrapéritonéale. 
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Tasteau VI. — Immunisation de lapins par inhalation; recherche 
du pouvoir protecteur de lew sérum sur des souris infectées par 
voie intra-péritonéale. 


Inhalations : pneumocoques tués par la chaleur, cf. tableau I. Recherche du 
pouvoir protecteur : injection sous-cutanée ala souris de 0 c.c. 5 de sérum. 


IMMUNISATION . RECHERCHE DU POUVOIR PROTECTEUR 
(Lapins) lhe (souris) 


RIENCE 


Souris témoins 
Nombre 


de cultures Souris traitées : a 
wht Souris traitées 
Injection avec 


sérum normal 


Souris 


pulvérisées non traitées 


intra- 


| 


Numéro 
de la souris 
Résultat 
Numéro 
de la souris 


péritonéale 


NUMERO DE L'EXPE 
Durée en jours 
Nombre de séances 


par séance 
Numéro 

de la souris 
Résultat 


. — Injection de sérum douze heures avant l'injection d’épreuve 
(cf. tableau III). 


Survit. 
Survit. 
Survit. 


- Mm. 


B. — Injection de sérum simultanée a l'injection d’épreuve. 


an { +2 il 

ns 2 +2 2 
pti Survit. 
si Survit. 
Survit. 
-m Survit. 
.m. ) Survit 
m Survit. 


C. — L’injection du sérum employé dans les expériences 2 et 3, six 
4 | heures apres injection d’épreuve, n’a pas réussi a protéger la souris 
contre 5 et 10 doses mortelles 


_ 


apes expériences 2 et 3, répétées avec un deuxiéme lapin, ont donné des résultats iden- 
iques. : 
++ 2 signifie : souris morte le deuxiéme jour aprés l'injection d’épreuve. 


1 d. m. signifie 1 dose mortelle : 0 c.c. 000002 de bouillon do culture de vingt-quatre 
heures. 
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Seules, les souris qui avaient regu 5 doses mortelles ou moins 
survécurenlt; celles qui avaient recu 25, 50 et 100 doses mor- 
telles moururent avec un retard de vingt-qualre a quarante- 
huit heures sur les témoins. Nous pouvons en conclure que, 
comparée & l’injection de pneumocoques lués par la chaleur, 
injection de notre extrait n’engendre qu'une faible immunité. 


INHALATION D’extRair. — 1° Souris : 3 souris, ayant subi 
12 séances d’inhalation de 5 cent. cubes de Ja solution d’extrait, 
furent soumises a l’injection d’épreuve. Elles recurent respec- 
tivement 5, 6, 25 et 50 doses mortelles et moururent aux hui- 
tiéme, sixiéme et cinquiéme jours, alors que tous les témoins 
mouraient en deux jours. Nos inhalations ont donc ralenti |’évo- 
lution de la septicémie pneumococcique ; mais nous n’avons pas 
réussi 4 obtenir la survie de nos animaux d’expérience. 

2° Lapin: Nous avons soumis un lapin aux mémes séances 
d'inhalation que les souris ci-dessus, puis recherché le pouvoir 
protecteurde son sérum en injectant celui-cia raison de 0c.¢.5 
sous la peau de 3 souris; douze heures aprés, nous procédions & 
linjection intrapéritonéale d’épreuve; la premiére souris recut 
5 doses mortelles, et survécut; les deux autres recurent 25 et 
50 doses et moururent avec un retard de quarante-huit et de 
vingt-quatre heures sur les témoins. Une expérience prélimi- 
naire nous avait démontré qu’avant les inhalations, le sérum 
du lapin ne présentait pas de pouvoir protecteur. Nous avons 
done obtenu, par Vinhalation de notre extrait, un sérum de 
lapin de faible valeur immunisante, beaucoup moins actif que 
celui dont nous démontrions les propriétés au tableau VI, 2, 
et qui avait été obtenu par inhalation de pneumocoques tués. 

Il ressort cependant de nos expériences que l’extrait acido- 
soluble de pneumocoques a une valeur antigénique, faible a 
vrai dire, mais décelable par injection sous-cutanée et par la 


voie pulmonaire. 
Conclusions. 
Nous exposons dans ce travail des essais d’infection et d’'im- 


munisation par inhalation de pneumocoques. Nous avons utilisé 
constamment une souche du type I de virulence constante. 
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a 
1° INFECTION PAR LA VOIF PULMONAIRE. 


Dans nos premiéres expériences, nous avons oblenu régulie- 
rement |’infection mortelle en faisant inhaler 4 nos souris des 
pneumocoques virulents; le nombre d’inhalations nécessaires 
pour déterminer la pneumococcie était fort variable. Plus tard, 
la répélition de ces expériences nous a conduit 4 des résultats 
différents : nos souris supportaient de longues séries d’inhala- 
tions sans contracter de pneumococcie. Bref, nos expériences 
confirment celles de Lange : l'inahalation de pneumocoques 
virulents donne des résultats inconstants. 

En revanche, la méthode préconisée par Neufeld, soit l’instil- 
lation nasale sous narcose d'une émulsion des mémes pneumo- 
coques virulents, a déterminé constamment Ja pneumococcie 
mortelle de la souris, trés fréquemment accompagnée de 
pneumonie. 


2° IMMUNISATION PAR INHALATION. 


a) Souris. — Dans une série d’expériences, nous avons 
réussi & immuniser des souris en leur faisant inhaler des 
pneumocoques tués par la chaleur; les souris ainsi traitées ont 
résisté & linbalation et & Vinstillation de pneumocoques viru- 
lents. L’injection intrapéritonéale d’épreuve, nous a permis 
d’apprécier mieux encore cette immunité : c’est ainsi que, apres 
avoir subi des inhalations répétées pendant un mois, des souris 
ont supporté injection de 250 doses mortelles. En augmentant 
Jusqu’a sept semaines la durée de notre traitement, nous 
sommes parvenu 4 immuniser des souris contre 500 doses. Il 
nous semble que le degré d’immunisation dépend de la quan- 
tité totale d’antigéne inhalée : nous avons varié le nombre de 
séances d'inhalation et la quantité d’antigéne inhalée & chaque 
séance sans observer, pour une quantité antigénique totale 
donnée, de différences appréciables. 

Nous avons fait quelques essais d’immunisation de souris en 
leur faisant inhaler la fraction acido-soluble du pneumocoque. 
La valeur immunisante de cette fraction a été bien moins 
marquée que celle du pneumocoque entier; cependant nos 
expériences nous ont permis de constater que l’antigéne contenu 


IMMUNISATION ANTIPNEUMOCOCCIQUE PAR INHALATION 683 


dans celte fraction peut pénélrer dans lorganisme par la voie 
respiratoire et conférer ala souris un faible degré d’immunité. 


6) Pouvorr prorectgur ou séxum pe Lapin inmunisé. — L’inha- 
lation de pnewmocoques tués par la chaleur fait apparaitre dans 
le sérum du lapin des substances immunisantes. Nos meilleurs 
résultats ont été obtenus avec le sérum de 2 lapins soumis pen- 
dant sept semaines a des inhalations bi-hebdomadaires d’émul- 
sion concentrée de pneumocoques tués : douze heures aprés 
injection sous-cutanée de 0c. c. 5 de ce sérum, des souris ont 
supporlé l’injection intrapéritonéale de 500 doses mortelles, de 
méme qu’elles supportaient inhalation et Vinstillation de 
pheumocoques virulents. L’injection simultanée de 0c. c. 5 de 
sérum sous la peau et de pneumocoques virulents dans le péri- 
toine a permis d’obtenir la survie de souris qui avaient recu 
jusqu’a 50 doses mortelles. En revanche, l'injection de ce 
sérum six heures aprés infection ne parvint pas a enrayer le 
cours de la pneumococcie. 
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SUR DES ANTICORPS A AFFINITES MULTIPLES 


par Kurt MEYER. 


(Laboratoire de la Fondation franco-américaine, Berck-Plage.) 


Nous désignons par spécificité sérologique le fait qu'un anti- 
corps ne réagit qu’avec son antigéne homologue. Les recherches 
de ces derniéres années, surtout celles de Landsteiner, ont 
démontré que la spécificité est conditionnée par l’individualité 
chimique de l’antigéne. En général, la molécule des antigénes 
est complexe et constituée par plusieurs groupes chimiques; 
aussi peut-on se demander si Ja spécificité dépend de Ja molé- 
cule entiére ou de certains de ces groupes seulement. Dans les 
antigenes artificiels, préparés par la combinaison d’un protide 
avec certains groupes chimiques, la spécificité n'est déterminée 
que par ce groupe « prosthétique »; car les anticorps formés 
dans l’organisme animal, ne réagissent plus avec le protide 
dorigine; ils se combinent cependant avec d’autres protides 
qui contiennent le méme groupe prosthétique. 

Quand il s’agit par contre des antigénes naturels, le probléme 
de la correspondance entre antigéne et anticorps devient beau- 
coup plus compliqué : nous savons, par exemple, que les 
innombrables protides sont constitués presque tous par les 
mémes acides aminés, combinés et disposés seulement de 
maniére différente. La conclusion s’impose donc que ce n'est 
pas seulement la nature chimique, mais aussi et surtout la dis- 
position stérique des composants de la molécule qui détermine 
Je caractére spécifique. 

Comment expliquer que l’anticorps « refléte » rigoureuse- 
ment la structure de l’antigene? Doit-on admettre qu’a chaque 
groupe de l’antigéne correspond un groupe de l’anticorps et 
qu’en plus leur disposition stérique est concordante ? 

La question de savoir si les différents groupes de l’antigéne 
réagissent avec autant de groupes correspondants dans l’anti- 
corps, trouvera peut-étre plus facilement une réponse quand 
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on étudiera d’abord cette catégorie de combinaisons chimiques 
ou plutdt physico-chimiques ot les groupes constiluants ne 
sont pas liés par les valences principales des atomes, mais par 
les valences secondaires ou résiduelles des molécules. Nous 
pensons aux combinaisons de protides et lipides, de protides 
et glucides, de glucides et de lipides, qui jouent un role si 
important parmi les constituants des cellules animales et 
végétales. Chaque groupement de ces substances représentant 
un antigéne ou du moins un hapténe faciles a identifier par 
nos méthodes sérologiques, on peut vérifier si un anticorps 
formé contre le complexe entier manifeste plusieurs affinités 
séparées et si ces affinités dépendent de groupes différents de 
l’anticorps. 

Nous avons démontré, il y a quelques années [7], que de tels 
anticorps 4 affinités mulliples existent en effet. Il s’agit des antz- 
corps du type Forssman d’origine bactérienne. 

On sait depuis la découverte de Forssman qu’on peut pro- 
voquer la formation d hémolysines anti-mouton en immunisant 
des lapins par les organes de cerlaines espéces d’animaux 
(cobaye, cheval, etc ). Il s’ensuit que les cellules de ces 
organes et les globules de mouton contiennent un antigéne 
commun qu'on appelle l'antigéne hétérogénétique ou hétéro- 
phile ou, tout court, antigene de Forssman (F). 

Certaines espéces de bactéries (B. dysentérique de Shiga, 
différents types du groupe Salmonella) provoquent également 
la production d’hémolysines anti-mouton chez le lapin. Mais ces 
hémolysines d’origine bactérienne ont un caractére particulier. 
Elles sont fixées par les globules de mouton et les organes des 
animaux du type « cobaye » et, en plus, par les bactéries homo- 
logues mais elles ne réagissent pas avec d’autres espéces de bac- 
téries, méme trés voisines, qui contiennent, elles aussi, l’anti- 
géne F. Elles manifestent done non seulement une affinité spé- 
cifique pour l’antigéne F, mais aussi pour un second antigéne, 
particulier a chaque espéce bactérienne. 

Nous avons montré [6] pour le B. dysentérique de Shiga que 
l'antigéne F est étroitement Jié au polysaccharide spécifique de 
ce bacille. Chacune des parties constituantes de ce complexe 
possédant les qualités d’un hapléne, on comprend bien qu'un 
anticorps provoqué par ce complexe présente des affinités pour 
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ses deux constituants. Notons, cependant, guil peut se former, 
en plus, des anticorps plus.simples correspondant 4 une des 
composantes seulement. Ainsi, ces antisérums contiennent 
toujours, A coté des hémolysines, des anticorps qui ne réagissent 
qu’avec le groupe spécifique du bacille (agglutinines ordi- 
naires). 

Liantigéne F n'est pas lié chez toutes les bactéries au poly- 
saccharide spécifique. Ce n’est pas le cas, par exemple, pour le 
pneumocoque [3]. Aussi, provogue-t-il, chez le lapin, la forma- 
tion d’hémolysines F ordinaires et est-il capable, d’autre part, 
de fixer Jes hémolysines des sérums anti-rein de cobaye. Ce 
fait permet de démontrer une fois plus, d’une maniére indirecte, 
la deuxiéme affinité des hémolysines du type Shiga. 

Comme nous l’avons trouvé, il y a quelques années [6], ces 
« hémolysines » agglutinent les bacilles homologues. A l’époque, 
nous avons interprété cette agglutinalion comme une consé- 
quence de la réaction de l’hémolysine avec l’antigéne F contenu 
dans les bacilles de Shiga. Mais des expériences ultérieures 
nous ont montré que des pneumocoques ayant fixé de grandes 
quantités d’hémolysines F, ne sont pas agglutinés. 

Il semble done que da réaction entre antigéne et anticorps F 
nest pas suivie dune agglutination, ce qui concorde dailleurs 
avec le fait, depuis longtemps connu, que les hémolysines F 
n'agelutinent pas ou trés faiblement les globules du mouton. Si 
par contre les « hémolysines Shiga » agglutinent le B. de Shiga, 
Ja conclusion s‘impose que c'est leur réaction avec le groupe 
spécifique du polysaccharide qui provoque l’agglutination et 
que cette réaction se fait par une deuxiéme affinité dont les 
hémolysines F ordinaires ne disposent pas. 

Pour revenir au probléme posé plus haut : existe-il des 
faits qui permettent de démontrer que la double affinité de 
ces hémolysines dépend de deux différents groupes fixaleurs? 

Nous croyons que les observations que nous allons exposer, 
nous permettront de répondre affirmativement a cette question. 
Dans la disposition de nos expériences, nous sommes parti de 
l'hypothése que /’unon entre 'antigtne et l'anticorps est plus 
solide quand elle se fait par dewx groupes que par un seul. 
Nous avons done étudié la solidité de Ja fixation de l’anticorps 
sous des conditions variées. 
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A. — ExXp&RIENCES AVEC LES HEMOLYSINES 
DU TYPE FORSSMAN SP&CIFIQUES POUR LE B. pp Snica. 


Dans une premiére série d'expériences, nous avons opéré 
avec les anticorps F provoqués par immunisation de lapins par 
le bacille de Shiga. Nous désignerons ultérieurement par 
groupe F l’antigene Forssman et par groupe Sh l’antigéne qui 
est spécifique pour le bacille de Shiga. Nous indiquerons par 
les mémes lettres les affinités correspondantes des anlicorps. 
Nous dirons donc simplement les anticorps FSh. 

Nous avons comparé : 

1° La fixation des hémolysines(FSh) au B. de Shiga (F + Sh) 
avec celles des mémes hémolysines aux globules de mouton (F). 

2° La fixation des hémolysines (FSh) au B. de Shiga(F + Sh) 
avec celles des hémolysines Forssman ordinaires (F) au pneu- 
coque (F'’). 

3° La fixation des hémolysines (FSh) au B. de Shiga (F + Sh) 
avec celles des azglutinines Shiga (Sh) auB. de Shiga(F-+ Sh). 

Pour déterminer la solidité de la fixation, nous avons soumis 
les complexes antigéne-anticorps 4 la dissociation, par le chauf- 
fage 4 60° en eau physiologique, et nous avons fait le titrage 
des anticorps dans le liquide de dissociation. 


4° ComPARAISON DE LA FIXATION DES HEMOLYSINES ANTI-SHIGA 
au B. bE SHIGA ET AUX GLOBULES DE MouToN. — Nous avons pro- 
cédé comme suit : 

On ajoute 0 c. c. 1 de sérum anti-Shiga hémolytique = 
50 unités d’hémolysine (1), d'une part, a 0c.c. 5 de globules de 
mouton (3 p. 100), d’autre part, 4 0c. c. 5 d'une émulsion de 
B. de Shiga, contenant & peu prés 10 millions de germes par 
centimétre cube. On laisse une heure a la glaciére. On cen- 
trifuge, on décante le liquide, on lave et ému!sionne les 
sédiments dans 2 cent. cubes d’eau physiologique. On chauffe 
les suspensions pendant quinze minutes dans un bain-marie & 
36° pour les globules et & 60° pour les bacilles. On centrifuge 


(14) Nous entendons par unité d’hémolysine la quantité minimum de sérum 
qui hémolyse en trente minutes a 37°, 0 c.c. 25 de globules (6 p. 100) en 
présence de 0 c.c. 25 de sérum de cohaye au 1/20. 


688 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


rapidement dans un manteau d’eau chaude, on décante et on fait 
le titrage de ces liquides en naéme temps que ceux des liquides 
antérieurs. 

La tableau I montre que les hémolysines sont compleé- 
tement fixées par les globules de mouton et presque totalement 
par les bacilles de Shiga. Quant & la dissociation, elle est nulle 
pour les bacilles tandis qu’elle atteint 50 p. 100 pour les gto- 
bules : on retrouve & peu prés 25 unités dans le liquide de dis- 
sociation. Notons d’ailleurs que nous avons déja fait la méme 
observation [8) il yadix ans, sans en pouvoir donner une expli- 
cation. 


TasLteau 1. — Pouvoir hémolytique du sérum anti-Shiga; 1° avant 
absorption; 2° aprés absorption par des B. Shiga; 3° par des glo- 
bules de mouton; 4° du liquide de dissociation du complexe 
B. Shiga + sérum anti-Shiga; 5° de celui du complexe globule de 
mouton + sérum anti-Shiga. 


LIQUIDE DE DISSOCIATION 
SERUM ANTI-SHIGA 1 : 50 du complexe 


(2 cent. cubes) 


Aprés absorption par 
PECs _ADSOLD P BoShiea Globules 


de mouton 
+ sérum rae ey 

absorption : bul pe ae. 
: B. Shiga Globules anti-Shiga paises 


Avant 


de mouton 


c 
c 
c 


c 
g 


Nota. — 0 ¢.c. 25 globules de mouton (6 p. 100); 0 c.c. 25 sérum de cobaye 1 ; 20; 
volume total : 1 c.c. 25; séjour a Il’étuve trente minutes; c, hémolyse compléte; pe, 
hémolyse presque compléte; 7, hémolyse incompléte; tr, trace d’hémolyse. 


2° ComeaRAISON DE LA FIXATION DE L’HiMOLYSINE Suica av B. 
DE SHIGA ET DE L’H&MOLYSINE FORSSMAN ORDINAIRE AU PNEUMOCOQUE. 
— La dilférence que nous venons de conslater ne s’explique- 
t-elle pas simplement par le fait que nous avons fait fixer 
l'anticorps, une fois par un globule et l’autre fois par un 
bacille? 

Cette question se préte A une vérification expérimentale. 
Comme nous avons vu tout 4 I’heure, l'antigéne F n'est pas lié 
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au polysaccharide spécifique chez les pneumocoques, et d’autre 
part, ceux-ci fixent les anticorps F ordinaires. Il ne nous restait 
done qu’a examiner si chez les pneumocoques la fixation des 
anticorps F est aussi irréversible que chez les B. de Shiga. 

Des pneumocoques du type I (0c. c. 5 d’une émulsion conte- 
nant 10 millions de germes par centimétre cube) étaient traités 
avec 0 c. c. 1 d'un sérum anti-rein de cobaye = 20 unités hémo- 
lytiques. Ils fixaient 10 unités. Aprés lavage, on les chauffait en 
eau physiologique (t cent. cube) & 60°, et on titrait la teneur 
en hémolysines du liquide de dissociation. 


Tasreau Il. — Pouvoir hémolytique du sérum anti-rein de cobaye 
avant et aprés absorption par des pneumocoques et du liquide 
de dissociation du complexe pneumocoques+sérum anti-rein 
de cobhaye. 


SERUM ANTI-REIN LIQUIDE 
de cobaye 1 : 20 de dissociation 
. (1 cent. cube) 
SE Ee ane eee eg du complexe 
‘ aprés absorption pneumocoque 
avant absorption par + sérum anti-rein 
pneumocoques de cobaye 
OSCR CR ars ; G c c 
0 c.c. 25 me, Be c e 
Dial Cots Yar Coates KS pe i 
KORG WSISNCS fey eeianrans tar oe) z tr 
Onere. 02 ° i 0 0 


Le tableau IJ montre que la moilié & peu prés des hémolysines 
est remise en liberté par le chauffage. Ce n’est donc pas la loca- 
lisation dans une bactérie qui confére une avidité particuliére 
a Pantigéne F. 


3° CoMPARAISON DE LA FIXATION DE L'HEMOLYSINE SHIGA ET DE 
L’AGGLUTININE SaicA av B. pe SuicA. — Nous avons comparé 
la fixation de 'hémolysine (FSh) avec celle des agglutinines 
ordinaires (Sh). Comme notre sérum hémolytique contenait des 
agglutinines ordinaires a célé des hémolysines, on ne pouvait 
pas l’utiliser tei que si on voulait opérer avec les anticorps FSh 
seuls. I] fallait donc isoler ceux-ci. Dans ce but nous avons traité 
slobules de mouton par le sérum hémolytique anti-Shiga, 
es glo P A 5 
pour dissocier ensuite les hémolysines fixées par le chauffage 
en eau physiologique a 56°. Le liquide de dissociation présen- 
tait un pouvoir aggtutinant considérable. 


~ 
oe 


Annales de l'Institut Pasteur, t. 56, n° 6, 1936. 
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Pour notre expérience nous avons sensibilisé 0 c.c. 5 d'une 
émulsion de B. de Shiga, contenant 10 millions de bacilles par 
centimétre cube, par 50 unités d’agglulinine en utilisant, soit 
ce liquide de dissociation, soit un sérum anti-Shiga ne conte- 
nant que des agglutinines ordinaires. Nous avons laissé ces 
mélanges trente minules a |’étuve et soixante minutes a la 
glaciére. Le traitement ultérieur était le méme que dans l’expé- 
rience précédente. Les différents liquides furent titrés au point 
de vue de leur teneur en agglutinines anti-Shiga. 


Tasieau II], — Pouvoir agglutinant des liquides de dissociation : 
4° du complexe B. de Shiga + hémolysine anti-Shiga; 2° du com- 
plexe B. de Shiga + agglutinine anti-Shiga ordinaire. 

LIQUIDE DE DISSOCIATION 


(1 cent. cube) 
du complexe 


7) SS ee 


B. Shiga B. Shiga 
+ hémolysine + agelutinine 
anti-Shiga anti-Shiga 
DiC GoeD acc sf cpthbopecpelr mt meds olosgs Bepeenre _ ++ 
OM ith ae Oat LOE Naa maha to~ oa — + 
CUS Tei tae Hee he RMN crc Seah che ie ea etc _ = 


Nota. — 0c.c. 5 @une émulsion de 10 millions de B. de Shiga par centimétre 
cube + quantités décroissantes de liquide de dissociation. Volume total : 
i cent. cube. Lecture aprés un séjour de quatre heures a4 l’étuve. 


Le résultat correspondait & celui qu'avaient donné les expé- 
riences précédentes (tableau III). Les bacilles avaient fixé 
toules les agglutinines. Lors du chauffage, les bacilles traités 
par les anticorps FSh, ne dissociaient rien, tandis que les 
bacilles porteurs des agglutinines ordinaires Sh rendaient a 
peu pres 20 p. 100 des agglutinines fixés. 


4° EXAMEN DE LA FIXATION DE L’AGGLUTININE ANTI-PNEUMOCOCCIQUE 
AU eNEUMOCOQUE. — On pouvait se demander si la réversibilité 
de l'union agglutinine-B. de Shiga n'était pas due au fait que 
Vanticorps (Sh) n’était que partiellement homologue a lanti- 
gene (F + Sh). Nous avons done examiné la fixation de l’agglu- 
tinine pneumococcique au pneumocoque chez lequel l’antigéne 
spécifique west pas lié a l’antigéne F. Dans ce but nous 
avons traité 5 millions de pneumocogues avec 1 cent. cube de 
sérum antipneumococcique 1/10=20 unités d’agelutinine. 
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Quant aux détails de Ja technique, notre procédé était le 


méme que dans l’expérience précédente. 


Tasieau IV. — Pouvoir agglutinant du sérum antipneumococcique 
(type I) avant et aprés absorption par des pneumocoques (type I) 
et du liquide de dissociation du complexe pneumocoque -+- sérum 


antipneumococcique. 
SERUM 
antipneumoccoccique 1/10 
Tn 
apres absorption 


LIQUIDE 
de dissociation 
du complexe 
pheumocoque 


avanl absorption par _ + sérum | 
pneumocoques anUipneumococcique 
Occ. 5... +44 +44 HEteee 
O0c.c. 25... 4+ +a St 
MOMCaGer at ee See — = 
OREM DOD Gas e si aie 


Du tableau IV ressort que de 15 unités d’agglutinines préala- 
blement fixées 4 peu prés 5 ont été remises en liberté par le 
chauffage. Nous voyons done une dissociation considérable 
quoique dans ce cas l’anticorps ait été fixé & un antigene 
strictement homologue. 


R&SUME DE LA PREMIERE SERIE D EXPERIENCES. 


L’ensemble des expériences qui viennent d’étre exposées 
montre que l’union entre antigéne et anticorps est irréversible 
quand l’anticorps peut réagir avec l’antigéne par ses deux 
caffinités. Elle est réversible quand l’union se fait par une seule 
affinité, une deuxiéme manquant soit a l’anticorps, soit a 
Vantigéne, soit aux deux. 


B. — ExprrrencEs AVEC LES HEMOLYSINES DU TYPE ForssmAn 
SPHCIFIQUES POUR LES GLOBULES HUMAINS A. 


On aurait pu objecter, qu’en comparant la fixation de |’ anti- 
corps, d'une part, 4 un globule rouge et, d’autre part, & un 
bacille, nous n’avons pas assez tenu comple de la diversité des 
conditions extérieures dans ces deux cas: elle seule pourrait 
déja expliquer les différences que nous avons observées. 

Les anticorps que nous avons examinés dans une deuxi@me 
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série d'expériences ue peuvent pas soulever cette objection. Il 
s’agit de ces hémolysines Forssman qui présentent une affinité 
spécifigue pour le groupe A du sang humain. Schiff et Adels- 
berger [14] ont montré qu’en immunisant des lapins avec des 
globules humains A, on peut obtenir des hémolysines du type 
Forssman, qui sont fixées par ces mémes globules A, mais pas 
par les globules humains des autres groupes; nous désignerons 
ces hémolysines par anticorps FA. Douées dune affinité double 
elles sont tout & fait analogues aux hémolysines provoquées par 
le bacille de Shiga et, comme pour celui-ci, il faut conclure 
que les globules humains A contiennent l’antigéne Forssman 
& coté du groupe spécifique A. D’ailleurs, d’aprés les recherches 
de Schiff [2] et Freudenberg [4] et leurs collaborateurs, |’anti- 
géne F est également combiné avec le polysaccharide spécilique 
du groupe A. 

Pour l’analyse des anticorps FA, nous avons procédé comme 
dans les expériences précédentes : 


Nous avons comparé : 
1° La fixation des hémolysines (FA) aux globules humains A 


(F +A) avec celle des mémes hémolysines aux globules de 
mouton (F). 

2° La fixation des hémolysines (FA) aux globules humains A 
neufs (F + A) avec celle aux globules humains A traités par 
sérum anti-A ordinaire (F). 

3° La fixation des hémolysines (FA) aux globules humains A 
(F-+ A) avec celle des agglutinines anti-A (A) aux globules 
humains A (F-+ A). 

4° La fixationdes hémolysines (FA) aux globules humains A 
(F-+ A) avec celle des hémolysines Forssman ordinaires (F) 
aux globules de mouton (IF). 


1° ComeaRalsON DE LA FIXATION DES HEMOLYSINES ANTI-A AUX 
GLOBULES HUMAINS A ET AUX GLOBULES DE MOUTON. — Pour comparer 
la solidité de la fixation par les globules de mouton (F) d’une 
part, et par les globules humains A (F +A) d’autre part, nous 
avons sensibilisé les deux sortes de globules par la méme quan- 
tité d’hémolysine (25 unités), pour chauffer ensuite les glo- 
bules sensibilisés quinze minutes & 56° en eau physiologique 
(Tableau V). 
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Tasteau V.— Pouvoir hémolytique du sérum anti-globules humains A : 
1° avant absorption; 2° aprés absorption par des globules humains 
A; 3° aprés absorption par des globules de mouton; 4° du liquide 
de dissociation du complexe globules humains A + sérum anti-A; 
5° de celui du complexe globules de mouton + sérum anti-A. 


20 LIQUIDE DE DISSOCIATION 
e; du complexe 


SERUM ANTI-A 1 : 
Aprés absorption par Globules Globules 
Avant humains A | de mouton 
+ sérum + sérum 
humains A de mouton anti-A anti-A 


absorption globules globules 


Il ressort du tableau V une dissociation considérable pour 
le sang de mouton et une dissociation praliquement nulle pour 
le sang humain A (1). 


2° CoMPARAISON DE LA FIXATION DES HEMOLYSINES ForssMAN 
anti-A AUX GLOBULES HUMAINS A NEUFS ET AUX GLOBULES A TRAITES 
PAR SéRUM anTI-A. — L’expérience précédente nous a montré 
que l’anticorps AF est beaucoup plus solidement fixé par les 
globules humains A que par les globules de mouton. Mais cette 
différence ne pourrait-elle étre due & ce que nous avons opéré 
avec deux différentes espéces de globules? Pour répondre a 
cette objection, nous avons changé artificiellement les globules 
humains A+ F en globules F en bloquant le groupe A. Ce 
bloquage nous l’avons fait en traitant les globules par une 


(1) Nous n’ignorons pas que, d'apres Hirszfeld [5], les globules de mouton 
peuvent contenir le groupe A du sang humain. Nous avons constaté que 
c’était le cas pour les quatre sangs de mouton avec lesquels nous avons 
opéré. On pourrait done se demander si {ces globules, possédant les deux 
groupes A et F, ne devraient pas fixer les anticorps AF aussi solidement 
que les globules humains A. Mais, attendu que les globules de mouton ne 
contiennent que facultativement le groupe A, on peut admettre qu’au cas de 
sa présence, il n’est pas lié avec le groupe F dans le méme complexe molé- 
culaire, comme nous le supposons pour les globules humains A. On ne peut 
donc pas s’attendre ici 4 une fixation aussi solide des hémolysines AF que 
par les globules humains A. 
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grande quantité de sérum anti-A ne contenant pas d’hémo- 
lysines Forssman. ; 

Voici notre procédé : On ajoute a 0 c.c. 5 de globules. 
humains A, 0 c.c. 25 de sérum anti-A (100 unités d’agglut- 
nine). Aprés un séjour d’une heure & la glaciére, om centri- 
fuge, on lave le sédiment et on ajoute 50 unités hémolytiques 
de sérum FA. On traite par la méme quantité de sérum FA. 
des globules A neufs et des globules de mouton. Aprés un 
nouveau séjour d’une heure & la glaciére, on fait la dissocia- 
tion de la maniére déja décrite. 


Tasteau VI. — Pouvoir hémolytique des liquides de dissociation : 
4° du complexe globules humains A + sérum anti-A; 2° du com- 
plexe globules humains.A bloqué + sérum anti-A; 3° du complexe: 
globules de mouton + sérum anti-A. 


LIQUIDE DE DISSOCLATION DU COMPLEXE 


TTT TT" rr 


Globules humains A Globules humains A Globules de mouton: 


+ sérum anti-A i SPOS ons + sérum anti-A 


(UOR CPR a ae 0 c c 
Gre Vai eG. SG 0 p-e c-pc 
On exe 0214 Rae ee 0 i pe-t 
Otros Ol. coe seen 0 0 i 


Le tableau VI montre que les globules A neufs ont retenu 
toutes les hémolysines; par contre, les globules A traités par 
le sérum anti-A en ont rendu & peu prés 50 p. 100. Ils se 
comportent a ce point de vue presque comme les globules de 
mouton chez lesquels la dissociation atteint 75 p. 100. Il s’ensuit 
qu’au moment ow les anticorps FA ne peuvent plus se fixer par 
leurs deux affinités, mais seulement par leur affinité F, leur 
union avec les globules FA est aussi réversible que celle avec 


les. globules de mouton qui ne peut se faire que par l’affi- 
nité F (1). 


(1) Nous avons fait une expérience analogue avec le B. de Shiga. Ici, le 
résultat a été différent. Nous avons vu que les bacilles qui étaient préparés. 
par une grande quantité d’agglutinines ordinaires et, par conséquent,. forte- 
ment agglutinés, fixaient beaucoup moins d’hémolysines que des bacilles neufs 
ou des bacilles témoins qui étaient aussi fortement agglutinés par une trace 

de sulfate d’aluminium. On aurait pu croire que l’affinité des bacilles pour 
les hémolysines était en effet affaiblie. Mais. Vexpérience de dissociation 
montrait que la faible quantité d’anticorps qui étaient. fixés,, l’était toujours 
dune maniere irréversible. Il semble done que le bloquage du groupe Sh 
empéche complétement la réaction des anticorps FSh avec le groupe F, et. 
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3° CoMPARAISON DE LA FIXATION DES HéMOLYSINES Forsswan 
ANTI-A, EC DES H@MOEYSINES FoRSSMAN ORDINAIRES AUX GLOBULES 
pe Mouton. — Bien que la derniére expérience ait déja montré 
que l’antigéne F' ne présente pas une affinité particuliére pour 
un anticorps correspondant, il était inléressant de déterminer 
la solidité de la fixation des anticorps F & l’antigéne Forssman 
libre, tel qwil se trouve dans les globules de mouton, et d’exa- 
miner au méme point de vue les hémolysines anti-mouton iso- 
génétiques. — 

Nous avons donc traité 0 c.c. 5 de globules de mouton par 
50 unités hémolytiques, d'une part, d’un sérum anti-rein de 
cobayes F; d’autre part, d'un sérum anti-globules de mouton; 
aprés les avoir lavés, nous les avons chauffés comme d’habi- 
tude. Les liquides de dissociation ont été litrés au point de vue 
de leur teneur en hémolysine (tableau VIT). 


TasLeau VII. — Pouvoir hémolytique des liquides de dissociation : 
4° du complexe globules de mouton + sérum anti-rein de cobaye; 
2° du complexe globules de mouton + sérum anti-globules de 


mouton. 
LIQUIDE DE DISSOCIATION DU COMPLEXE 
Fe a ee ET eae 


Globules de mouton Giobules:de mouton 
-+- sérum anti-rein  -+ sérum anti-globules 
de cobaye de mouton 
ORC CeO Sewers ass) eae asseh suis c c 
(Gear og Sah Sones Cee SONIC pew c 
OR GCs (GU sire gar ce ee este lacie i pe 
ROR OS RUPE SS Vee ree eraer- cute "oh be 0 pe-t 


On voit qu’ peine 20 p. 100 des hémolysines F préalable- 
ment fixés ont été dissociés. Le pourcentage est plus faible que 
celui qu’on observe en opérant avec les hémolysines isogéné- 
tiques (50 p. 100). Il prouve une avidité assez considérable des 
hémolysines ordinaires du type F, qui reste cependant bien 
inférieure 4 celle des hémolysines F spécifiques vis-a-vis de 
leur antigéne homologue. 


k° CoMPARAISON DE LA FIXATION DE L’HEMOLYSINE ForssMAN 
AntI-A ET DE L’AGGLUTININE ANTI-A ORDINAIRE. — En dernier lieu,, 


que, par conséquent, cette réaction ne se fait que par lintermédiaire du 
groupe Sh. Ce fait est d’ailleurs en concordance avec observation faite avec 
W. T. J. Morgan [9], 4 sayoir que la réaction du polysaccharide spécifique 
purdu B. de Shiga avec les anticorps Sh entrave celle vis-a-vis des anticorpsF. 
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nous avons comparé la solidité de la fixation des anti- 
corps FA aux globules A avec celle des agglutinines anti-A 
ordinaires. Nos sérums anti-A contenant ces anticorps A ordi- 
naires, a cété des anticorps FA, il fallait d’abord séparer les 
deux catégories d’anticorps. Nous avons donc fixé les anti- 
corps FA a des globules de mouton pour les dissocier ensuite par 
chauffage. Le liquide de dissociation agglutinait fortement les 
globules humains A. Les agglutinines anti-A ordinaires étaient 
fournies par le sérum d’un lapin préparé avec des globules A, 
qui n’avait pas produit d’anticorps AF, comme c’est sou- 
vent le cas. Aprés absorption des agglutinines anti-humains 
générales par des globules humains du groupe OQ, ce sérum ne 
contenait que des agglulinines anti-A. 

On traitait 0 c.c. 5 de globules humains A (3 p. 100) par 
50 unités d’agglutinines FA d’une part et d’agglutinines A 
dautre part. Aprés centrifugation et lavage, on chauffait les 
globules émulsionnés en 2 cent. cubes d’eau physiologique 
pendant quinze minutes 4 56°. 

Les liquides débarrassés des globules par centrifugation 
furent titrés au point de vue de leur teneur en agglulinines 
avec des globules humains A. Tandis que le liquide FA ne 
contenait pas d’agglutinines du tout, 20 unités se retrouvérent 
dans le liquide A (tableau VIII). 


Tas.eau VIII. — Pouvoir agglutinant vis-a-vis de globules humains A, 
des liquides de dissociation : 14° du complexe globules humains A 
+ sérum anti-A hémolytique; 2° du complexe globules humains A 
+ sérum anti-A ordivaire. 

LIQUIDE DE DISSOCIATION DU COMPLEXE 
a 


; Globules humains A 
Globules humains A hae : 
ty hémolysine sect + agglutinine anti-A 


ordinaire 
ONGSON- GRE Nc ck ae ome fits eater _— +++ 
ONCECZ258N Repel Pie ers xc te eee = ++ 
OM CRCS AG acs Nuwen ho ne bec ie cee _ + 
OFencs 05 = 


eMC hee, ETO RLM ee Ce le ol el ak sa 


0 c.c. 5 de liquide de dissociation + 0 c.c.1 d'une émulsion de globules 
humains A a 3 p. 100. Lecture aprés un séjour de trente minutes & l’étuve et 
de six heures au laboratoire. 
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R&ésumE DE LA DEUXIEME SERIE D EXPERIENCES. 


Comme dans le cas des anticorps FSh, nous voyons dans les 
expériences avec les anticorps AF une union irréversible quand 
ils sont fixés 4 un antigéne qui contient les deux groupes corres- 
pondants (globules humains A =F -| A), une fixation réversible 
quand les anticorps FA se combinent avec le seul antigéne F 
(globules de mouton ou globules humains A « bloqués) ou 
quand les anticorps A ne réagissent qu’avec le groupe A de 
Vantigene F-+ A. 


Discussion DES FAITS EXPERIMENTAUX. 


Nous avons vu qu’il y a des anticorps a deux affinités, corres- 
pondant aux deux groupes différents d’un antigéne complexe. 
Nous avons fait réagir ces anticorps, soit par une, soit par les 
deux affinités en comparant la solid7té de leur fixation. Ensuite 
nous les avons comparés, an méme point de vue, avec des 
anticorps se combinant par une seule affinité. De l'ensemble 
des expériences, 7 résulte une différence trés nette, suivant que 
funtion de lanticorps avec lantigéne se fait par une ou deux 
affinités : réversibilité dans le premier cas, irréversibilité dans 
le second. 

Quelles conclusions peut-on tirer de ces résultats quant au 
probleme de la pluralité de groupes fixateurs dans un anti- 
corps? 

Le fait que la fixation d’un anticorps a deux affinités est 
moins solide quand il ne peut réagir que par une de ses alfinités 
ne prouve pas nécessairement |’existence de deux différents 
groupes fixateurs. On comprendrait qu'un anticorps, quelle que 
soit sa structure, se fixe moins bien quand il se trouve vis-a-vis 
d’un antigéne qui ne lui est que partiellement homologue. 

‘Mais comment expliquer qu’un anlicorps a wne affinité s’unit 
moins solidement avec |’antigéne strictement homologue, qu'un 
anticorps 4 deux affinités avec son antigéne correspondant? 

Nous ecroyons que la supposition de deux groupes fixateurs 
différents peut donner de ce fait l’explication la plus simple et 
la plus satisfaisante. Evidemment, une fixation double sera 


plus solide qu’une fixation par un seul groupe. 
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Avant de conclure a l’existence de différents groupes fixateurs 
dans les anticorps qui correspondent aux antigénes moins com- 
plexes, il faudra appuyer nos constatations par d’autres expé- 
riences. Toutefois, nous croyons gue déja le fait de Vavidité 
particulidre des anticorps complexes « un intérét aussi bien 
théorique que pratique. 

On sait depuis longtemps que l’avidité d’anticorps d’appa- 
rence identiques peut présenter de grandes différences. La 
quantité des groupes fixateurs ne serait-elle pas en jeu dans ce 
phénoméne? 

D'autre part, on peut admettre que plus un anticorps est. 
avide, plus il sera aclif vis-a-vis des microbes homologues. On 
aura donc tout intérét & produire des anlisérums qui contiennent 
de tels anlicorps. 

Les recherches des derniéres années (Boivin et Mesrobéanu [4], 
Raistrick et Topley (40]), ont montré qu'il existe, dans les bac- 
téries, des antigénes d’une complexité et en méme temps d'une 
labilité extraordinaires. Ne pourrait-on pas admeltre, qu’a ces. 
antigénes correspondent des anticorps aussi complexes, présen- 
tant une avidité particuliére? 

Peut-étre la supériorité des méthodes d’immunisation qui 
emploient des microbes vivants est-elle due au fait que, dans 
ces conditions, les antigénes complexes ne sont pas exposés 
aux dégradations qu’ont subies certainement les vaccins tués. 
Ils peuvent done provoquer la formation d’anticorps d'une 
complexilé correspondante et, par conséquent, d’une avidité 
supérieure. 


ConcLusions. 


Les hémolysines du type Forssman provoquées chez le lapin 
par immunisation avec le B. de Shiga ou avec des globules 
humains du groupe A manifestent deux affinités spécifiques 
différentes : l'une pour lantigéne de Forssman, l'autre pour 
lantigéne spécifique de l’espéce ou du groupe. 

Se distinguant a ce point de vue des hémolysines de Forssman 
ordinaires et des agghutinines ordinaires, ces anticorps sont si 
solidement fixés par leur antigéne homologue que, lors du 
chauffage a 60°, ils ne sont pas dissociés du tout ou en quantité 
négligeable. La dissociation des mémes anticorps se fait, par 
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contre, facilement, quand la fixation & l’antigéne dépend d’une 
seule affinité. 


La 
deux 
géne 


solidité extraordinaire de la fixation de ces anticorps & 
affimités justifie la conclusion que leur union avec l’anti- 
homologue se fait par deux groupes fixateurs différents. 
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ROLE DU SYSTEME NERVEUX DANS L'IMMUNITE, 
IRRITATION CONDITIONNELLE, 
INHIBITION CONDITIONNELLE ET LEUCOCYTOSE 


par D. A. SCHAMBOUROFF et O. P. BELIKOWA. 


(Institut clinique de la contrée de Moscou.) 


L’idée que le systéme nerveux pourrait jouer un roéle dans 
Yimmunité vint a l’un de nous en 1926. Dans son rapport sur 
’immunité, présenté en 1927 a la Société des médecins de 
lhépital de Babouchine (aujourd’hui Institut clinique de la 
contrée de Moscou), Schambouroff formula ainsi les bases 
principales de cette hypothése. Comme suite & une action 
prolongée d’un antigéne (au cours d’une infection), ou sous 
Yinfluence d’une inoculation répétée, les cellules parvien- 
nent @ acquérir une certaine adaptation, une capacité de réagir 
d’une maniére spécifique contre une nouvelle injection du 
méme antigéne, autrement dit, & acquérir un réflexe condi- 
tionnel, celui-ci devant suivre les lois émises par Pawloff pour 
les réflexes conditionnels et absolus. L’élaboration de ce 
réllexe s’accomplit par le systéme nerveux. Ainsi l'immunité 
doit étre considérée ou bien comme un réflexe absolu (inné), 
obtenu au cours de la philogénése, ou comme un réflexe 
acquis pendant la vie individuelle. Ces principes n’étaient pas 
fondés sur des expériences directes, mais plutét sur des 
observations de l’évolution des maladies infectieuses et de la 
valeur, bien reconnue par les cliniciens, que présentent les 
condilions externes, ainsi que les circonstances psychologiques 
sur les manifestations cliniques des maladies infectieuses. 
D’autre part, ces principes découlaient de l'identification des 
phénoménes de l'immunité avec les processus de digestion 
(digestion intra- et extracellulaire). 

En Vabsence d’expériences directes qui pourraient la con- 
firmer, cette idée ne présenterait pas de valeur si, au cours de 


e 
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la méme année, elle n’avait été contirmée d’une maniére écla- 
tante par les expériences de Métalnikoff, faites a l’Institut Pas- 
teur de Paris. Ce savant parvint & trouver une réaction spéci- 
fique & une irritation par l'antigéne qui pouvait étre obtenue 
par une irritation conditionnelle (chauffage de l’abdomen ou 
grattement de loreille du cobaye). Ses expériences furent 
répétées avec le méme succés par Wygod!chikoff et Barykina. 
Ceux-ci, il est vrai, n’en tirérent aucune déduction. Elles 
furent répétées aussi par Antinescu-Dimitriu (1929), par 
Ostrowskaja et par d’autres chercheurs. En 1929, Schambouroff 
confirma la théorie de la participation du systéme nerveux aux 
phénoméne d’immunité par des expériences d’immunisation 
de la chambre antérieure de |'eil chez les lapins. Métalnikoff 
fut ainsi le premier qui, par des expériences exactes, démontra 
la participation du systéme nerveux aux phénoménes de 
Pimmunité. 

Dans notre travail, en dehors d’expériences répétées sur la pro- 
duction d'un réflexe conditionnel pendant limmunité, nous nous 
sommes proposé d’obtenir l’inhibttion d'un réflexe déja élaboré. 


[kRITATION CONDITIONNELLE. — Dans cetle série d’expériences, 
faites sur des lapins, nous nous sommes servis du plan de 
Métalnikoff. Comme facteur dirritation conditionnelle, nous 
avons essayé le grattement de l’oreille et du dos, et le bruit 
de la sonnette. Le facteur dirritation conditionnelle agis- 
sait pendant une minute, aprés quoi, immédiatement (a un 
intervalle de deux & cing secondes), on injectait dans la veine 
marginale de Voreille 1 cent. cube de vaccin anticholérique. 
Les mémes procédés étaient appliqués chaque Jour pendant 
quinze & vingt jours. Enfin, au bout de huit & douze jours, les 
animaux subissaient l’action de l'irritation conditionnelle seule, 
cing a six fois, des intervalles de dix & trente minutes. Comme 
indice de la réaction immunologique, nous choisimes la leuco- 
cylose du sang. L’évaluation du nombre des leucocyles se faisait 
a des termes variés (déterminés par des expériences préalables) 
apres la derniére action de Jirritation. En tout, nous fimes 
13 expériences sur 11 lapins. Dans ces 13 cas, nous eimes 
dix fois un résultat positif; trois fois le résultat fut négatif 
(chez 2 lapins). Voir le tableau I. 


ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


~~ 
o 
wo 


Tasteau I. — Irritation conditionnelle, 
bruit de la sonnette pendant quinze secondes. 


LEUCOCYTOSE 


LAPINS 


Avant 1 heure|3 heures]6 heures| 24 heures 
Vexpérience| aprés aprés apres apres 


No 74. Lapin d’expérience. . .| 10.200 | 24.200] 45.200) 20.400} 21.200 - 
Ne 76. Lapin d’expérience. . . 7.500 8.800] 10.000] 7.200} 8.800 
Ne 75. Controle 8.600 7.000} 6.800] 6.000 7.800 


Cette expérience prise comme exemple fut répétée avec des 
résultats analogues sur d’autres lapins. Deux de ces derniers, 
comme nous l’avons dit, ont donné un résultat négatif 
(tableau II). 


Tasteau I. — Irritation conditionnelle, 
grattement de l’oreille pendant une minute. 


LEUCOCYTOSE 


LAPINS 


Avant 1 heure}/3 heures|6 heures} 24 heures 
Vexpérience| aprés } aprés aprés apres 


Ne 71. Lapin d’expérience. . . 6.800 7.200} 5.400) 6.600. 
N° 72. Lapin d’expérience. . . 7.800 8.600 | 16.800 | 14.600 
N° 73. Contréle 43.600 | 14.000 | 14.600) 5.000 


Le lapin 71 ne présenta pas d’augmentation du nombre des 
leucocytes; le jour suivant seulement on pouvait observer une 
faible élévation de leur nombre. Quelques jours aprés, nous 
avons répété cette expérience avec le méme fot de lapins; le 
résultat fut identique (tableau IL). 

Dans cette modification de l’expérience, le lapin 71 pré- 
senta de nouveau une légére augmentation du nombre des glo- 
bules blancs avec un grand retard. La cause de ce phénomene 
fut éclaircie par l'étude de la réaction leucocytaire chez les 
lapins & la suite d’une injection de vaccin anticholérique. 
Dans le but de déterminer le moment ot la leucocytose se 
trouve & son maximum, on examimait le sang pendant la 
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Tasieau III. 


LEi COCYTOSE 


LAPINS 


Avant 1 heure}3 heures|5 heures} 24 heures 
Vexpérience| aprés | aprés apres apres 


Ne 73. Lapin d’expérience. . . 6.200 |40.000}12.400| 8.200 | 7.000 
N° 71. Lapin d’expérience. . . 5.200 7.800) 7.000} 9.400 | 9.400 
Ne 72. Controle 10.000 | 12 200) 8.400} 7.200 | 5.200 


période de l’action de l'irrilation conditionnelle avec injection 
de vaccin. 

Cette expérience préliminaire nous montre que la réaction 
leucocytaire envers une injection de vaccin se passe chez 
divers lapins d’une maniére différente. Quelques lapins don- 
ment une faible réaction apparaissant avec retard (71). Les 


Tasleau IV. 


LEUCOCYTOSE 


LAPINS 
Avant 
j l'administration 
de vaccin 


1 heure 2 heures 3 heures 4 heures 
apres aprés aprés aprés 


7.000 6.000 6.000 8.000 9.600 
5.800 7.400 12.000 11.000 
6.200 15.000 14.000 9.200 


autres donnent une réaction intense a début précoce (73). Le 
méme caractére de la réaction est conservé quand on applique 
uniquement lirritation conditionnelle (tableaux IT et lif). 
Dans des cas particuliers, nous avons observé aussi une 
faible augmentation du nombre des leucocytes chez les lapins de 
contréle (tableau II). Une augmentation de 1000-1500 était 
considérée comme ne présentant pas de valeur, tenant compte 
des oscillations physiologiques et des fautes de l’expérience. 
Des résultats conformes furent obtenus dans une expérience 
faite sur des lapins ow Jirritation conditionnelle élait repré- 
sentée par le grattement de l’oreille. Il se peut que le lavage 
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de Voreille et la piqire qu'on pratiquait pendant la saignée 
qui précédait l'expérience fussent aussi des facteurs d'irritation 
conditionnelle provoquant une légére augmentation du nombre 
des globules blancs. Dans les expériences ot l’agent de Virri- 
tation était le bruit de la sonnette, nous navons pas eu ces 
résultats. 

Les faits que nous venons d’exposer confirment le principe 
fondamental de l’idée sur Ja nature de l’immunité considérée 
comme un réflexe, pour ainsi dire lidée d’une action direc- 
trice exercée par le systeme nerveux sur |’immunité. A une 
irritation conditionnelle, lorganisme réagit tout a fait comme 
d une inoculation infectante (infection). En méme temps, nous 
etimes la possibilité de constater que le comporlement de 
lanimal reste sans changement dans le cas ot il est soumis 
& une injection de l’antigéne ou s'il est exposé a l’unique 
action de lirritation conditionnelle. Si & action de l’antigéne 
lanimal réagit d'une maniére lente et si la réaction survient 
avec un retard, nous observons absolument les mémes condi- - 
tions dans le cas de l'unique action de l’irritation condition- 
nelle et inversement (voir les lapins 71, 72 et 73). 


INHIBITION CONDITIONNELLE. — Il étail tout naturel de supposer 
que si, dans l’immunité, il était possible d’élaborer un réflexe 
conditionnel & action stimulante, |’élaboration d’un réflexe 
conditionnel d‘inhibilion serait trés probable. Dans les séries 
dexpériences qui vont étre exposées, nous nous sommes 
proposé de le démontrer. 

Nous avons prévu toutes les difficultés qui pouvaient surgir 
dans ces expériences en raison des oscillations de la leucocy- 
tose sous l’influence de facteurs physiologiques internes, dont 
il est difficile ve tenir compte; un enregistrement précis de 
la fonction du systeme nerveux comme celui qu'on applique 
dans l’expérience avec les glandes salivaires y serait impos- 
sible. Ainsi dans ces expériences comme dans celle dont nous 
venons de faire part, nous ne tenons pas compte des oscilla- 
tions du nombre des cellules allant de 1.000 a 1.509. 

L’expérience était faite de la maniére suivante : 


Un lot de lapins était préparé comme dans les expériences précédentes. 
Au bout du méme laps de temps, un des lapins était soumis a l'action 
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d'une irritation conditionnelle. Simultanément (ou deux A cing secondes aprés) 
un autre lapin était exposé 4 une autre irritation. Ensuite, dans le méme 
temps, on recherchait la leucocytose. Dans plusieurs séries, trois ou quatre 
jours avant l’expérience d’inhibition, les lapins étaient soumis a l’action de 
Virritation conditionnelle suivie de l’injection de vaccin. Les nouveaux fac- 
teurs dirritation dont nous nous servimes étaient !’odeur du camphre et de 
l'ammoniaque ou bien les pattes du lapin étaient irritées par un courant fara- 
dique. Simultanément un lapin de contrdéle, qui n’avait pas subi Jirritation 
conditionnelle, ni aucune autre irritation et qui, pendant l’expérience, se 
trouvait dans un autre endroit était soumis a l’épreuve. 


En tout, nous fimes cing expériences avec 6 lapins sans 
compter les témoins. Ces derniers ayant donné des résultats 
négatifs ne figurent pas dans nos tableaux. Dans la plupart des 
expériences, surtout dans les cas ou le nouveau facteur d’irri- 
tation (facteur d’inhibition) était représenté par des substances 
a trés forte odeur, nous avions des résultats posilifs trés nets 


(voir le tableau V). 
TasBLeau V. 


LEUCOCYTOSE 


LAPINS 


Avant { heure|3heures|5 heures| 24 heures 
Vexpérience| aprés | aprés aprés aprés 


No 40. Grattement du dos. . 8.300 9.950 }13.900 414.200 6.600 
Ne 46. Grattement du dos 
+ odeur d’ammoniaque ..} 7.100 9.400 | 7.200 | 9.000 7.800 


Dans cette expérience, la différence entre la leucocytose 
avant et aprés l’expérience est si évidente que nous pouvons 
envisager nos résultats comme positifs. 

Sept jours aprés, les mémes lapins subirent, pendant six jours, 
l'action de lirritation renforcée el, cing jours encore, l’expé- 
rience fut répétée. Dans ce cas cependant, l’expérience fut 
disposée dans un autre ordre : le lapin 46 subit lirritation 
conditionnelle, chez le lapin 40 a cette irritation on en ajouta 
une autre — irritation des pattes de derriére par un courant 
faradique (tableau VI). 

Nous considérons cette expérience comme imparfaite, vu 
que le sang des animaux ne fut pas étulié avant l’expérience. 
En outre, nous fiimes oblizés de l’exécuter dans un autre local 
oi se mélait le bruit de divers procédés de traitement pratiqués 
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TasLaau VI. 


LEUCOCYTOSE 


Avant 1 heure }3 heures|5 heures; 24 heures 
l’expérience aprés apres aprés apres’ FF 


ee | ee | 


No 46. Grattement du dos.| Pas étudiée. | 9.400 /12.000 { 9.000 | 413.900 
Ne 40. Grattement du dos; 
+ courant faradique . .| Pas étudiée. [12.200 |11.900 |14.850 | 13.600 


sur des malades. Cependant, méme dans cet essai, nous pou- 
vons noter une certaine diflérence entre la réaction leucocy- 
taire chez le lapin gui a subi !’action de l’inhibition condition- 
nelle et la réaction du témoin. 

Quatre jours aprés, le méme lot de lapins subit six fois. 
(pendant six jours) l’action de l’irritation renforcée par une 
inoculation de vaccin et, neuf jours plus tard, l’expérience fut 
répétée. L’action de linhibition conditionnelle fut appliquée au 
méme lapin 40, mais l’animal avec lequel il faisait paire et 
qui avait subi seulement Jirritation condilionnelle était un 
nouveau lapin 4. Ce lapin, dans les expériences précédentes,, 
servait de contréle et donnait toujours des résultats uégatifs. 
Le facteur de Virritation d’inhibition était l’odeur de camphre 
(tableau VII). 


Tasieau VII. 


LEUCOCYTOSE 


LAPINS 


_ Avant 1 heure | 3 houres | 5heures | 24 heures 
l'expérieuce} aprés aprés aprés apres 


Ne 41. Grattement du dos.| 45.700 23.000 | 48.700 | 19.700 | 14.200 
N° 40. Grattement du dos 
+ odeur de camphre . .| 414.700 10.300 | 41.200 | 12.400 | 40.800 | 


Cette expérience, ot fut appliqué un nouveau facteur d’irri- 
tation, nous donna des résultats nettement positifs, plus 
démonstratifs que ceux des expériences précédentes (tableau V 
et VI). Le tableau VIII donne les résultats obtenus dans un 
autre lot de lapins. 
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TasLeau VIII. — Irritation conditionnelle, grattement du dos, 
Inhibition conditionnelle, odeur de camphre. 


LEUCOCYTOSE 


LAPINS 


Avant 1 heure | 3 heures | Gheures | 24 heures. 
|Vexpérience| aprés apres apres apres 


No 64. Gratlement du dos 6: 40.000 | 43.000 44.450 
Ne 69. Grattement du dos 
+ odeur de camphre. . 78 5/900 7.000 7.520 


Trois jours aprés, les lapins recurent une irritation condi- 
tionnelle répétée deux fois et, au bout d’une semaine, lexpé- 
rience fut répétée. Dans cette expérience ce fut le lapin 61 qui 
recut Virritation d’inhibition. Un nouveau lapin faisait paire 
avec lui. Comme ‘facteur d’inhibition, on se servit de l’odeur 
d’ammoniaque. Ici encore le résultat fut positif. 


'Tasceau IX. 


LEUCOCYTOSE 


LAPINS 


Avant 1 heure 3 heures 6 heures 
l'expérience apres aprés aprés 


SS | | ane 


Ne 64. Grattement du dos. 9.900 16.200 9.500 9.400 
Ne 61. Grattement du dos ' 1 
+ odeur d’'ammoniaque. 45.009 1. 11.450 10.400 


Ainsi, par les expériences qui viennent d’étre exposées, nous 
parvenons a démontrer pour la premiére fois la possibilité 
d’une inhibition conditionnelle dans limmunité. Le fait de la 
disparition d'une réaction spécifique sous l’influence d’un nou- 
veau facteur d’irritalion nous parait avoir une grande impor- 
tance théorique et pratique. Dans nos expériences, c’est un 
facteur externe qui est intervenu, mais nous pensons que les 
facteurs internes pourraient agir aussi d’une maniére ana- 


logue. 
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aq 


ConcLusion. 


Les réflexes conditionnels (réaction spécifique envers une 
irritation conditionnelle), obtenus par Métalnikoff dans l’immu- 
nité, ainsi que l’élaboration d’un réflexe d’inhibition dans 
Vimmunité (disparition d'une réaction spécifique sous linflu- 
ence de nouvelles irritations), que nous sommes parvenus 
a obtenir, nous semblent confirmer d'une maniére suffi- 
sante le réle du systeme nerveux dans les processus d’immu- 
nité, c’est-a-dire des processus dont résulte l’'immunité. En 
méme temps, ils donnent & l'immunité une autre interpré- 
tation. 

L’étude du sang et des autres humeurs de l’organisme, des 
éléments cellulaires qu’elles contiennent et de leurs pro- 
priétés physico-chimiques n’est pas parvenue & élucider d'une 
maniére plus ou moins nette la nature de l’immunité. 

L’histoire de nos connaissances sur l’immunité contient 
diverses théories — théorie cellulaire, humorale, théories 
mixtes, théories physiologiques, physico-chimiques. Ces der- 
niers temps, on a admis l’existence d'une propriété autonome 
de la cellule — la propriété d’élaborer son immunilé. Pour les 
organismes unicellulaires, cette propriété est confirmée par 
Métalnikoff. Les nouveaux fails, comme lirritation condition- 
nelle, ainsi que l’inhibition conditionnelle, ne peuvent étre 
rejelés du domaine de l'étude de l’immunité. A ce point de 
vue il est difficile d’admettre qu'une cellule se trouvant dans 
le sang ou les humeurs de l’organisme puisse acquérir ou 
perdre ses propriétés spécifiques sous l’influence de fac- 
teurs externes, tels que le grattement du dos de l’animal, le 
bruit d'une sonnette ou l’odeur de camphre. Ces phéno- 
ménes cependant seraient faciles & comprendre, si on supposait 
que les propriétés spécifiques des cellules, qui circulent dans 
le sang ct les autres humeurs, ainsi que les propriétés du 
sérum sont fonction d’un tissu ou d'un sysléme particulier 
dont le fonctionnement serait dirigé par le systéme nerveux. 
Une cellule délachée de ce tissu ou systéme et entrant dans le 
sang ou dans une autre humeur est douée déja d’une fonction 
spéciale. Le changement spécifique du sang résulte de méme 
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du fonctionnement de ce tissu ou systéme, peut-dtre de sa 
sécrétion. 

La participalion du systeme nerveux au fonctionnement de 
ce systéme, interprétée d’aprés les faits obtenus par Métalnikoff 
et par nous, caractérise ce fonctionnement comme un réflexe. 
Ainsi, pour que celte action ait lieu, l’intervention d’une irri- 
tation est nécessaire : la transmission de lirritation des récep- 
teurs aux effecteurs est une action de réponse. Cette action de 
réponse se présenterait alors comme un processus d’infection 
ou pathologique (inapparent ou déclaré). Elle se caractériserait 
toujours par son extension et intéresserait tout le systéme (pro- 
cessus général, sensibilisation de tout le systéme). L’effet 
maximum se manifeste cependant au point de |’application 
du facteur dirritation (processus local, immunité locale). Au 
début de Virritation, l’action de réponse ne présenterait pas 
encore un caraclére nettement spécifique et le type des réac- 
tions ne serait pas trés différent au cours de diverses irrita- 
tions. La différence qu’on observe est déterminée, dans ces cas, 
par des propriétés innées de l’animal d’une espéce donnée, par 
des habitudes acquises dans la phylogénése. Sous l’effet d’une 
action prolongée du méme facteur d’irritation, le systéme 
parvient a acquérir une nouvelle habitude, une réaction spéci- 
fique, une immunité, un réflexe nouveau. 

L’arc nerveux primitif (périphérique), par la voie duquel se 
font les réflexes chez les animaux de haute organisation et 
chez l'homme, se trouve sous l’influence des ganglions sous- 
corticaux et de l’écorce cérébrale. Ce fait conditionne la com- 
plexité et la diversité qu’on observe au cours des réflexes 
d’immunité — du point de vue de la phylogénése — ou des 
réflexes spécifiques nouvellement acquis. 

La conception des processus infectieux et de l’immunité, 
envisagés comme des actions réflexes, doit modifier nos idées 
sur le mécanisme d'action des agents thérapeutiques employés 
contre ces processus; elle conduit & introduire de nouveaux 
facteurs dans la thérapeutique des diverses maladies. 


a 


ANALYSE DES RECEPTEURS DU VIBRION CHOLERIQUE 


par R. Tr.. SCHOLTENS 


(Institet de la Santé publique de Etat, Utrecht. 
Directeur W. A. Timmerman.) 


A. — Déviation de lalexine. 


Dans des travaux antérieurs |1, 2, 3, 4), j'ai démonicé que 
le vibrion cholérique posséde parfois deux récepteurs ther- 
mostabiles, A’ et B’. Un sérum préparé avec une telle souche 
contient deux agglutimines A et. B. 

La plupart des souches ne possedent que le récepteur A’. 
Dans un sérum contenant les deux agglutinines A et B, les 
souches qui ne possédent que le récepteur A’ ne sont aggluti- 
nées que par lagglutinine A, tandis que les souches possé- 
dant les récepteurs A’ et B/ sont aussi agglutinées par lagglu- 
tinine B el par conséquent jusqu’d un titre plus élevé. La 
différence du titre dépend de la quantité d’agglutinine B dans 
le sérum. Si celle-ci est grande la différence est trés marquée, 
siicelle-ci est petite la différence est faible. 

Je me suis demandé si le récepteur B! et son anticorps B 
jouent aussi un rdle dans les réactions de déviation de 
lalexine ? 

Pour répondre a cette question, j’ai examiné plusieurs 
sérums, les ums ne contenant que l'agglutinine A, les autres 
contenant les aggiutinines A et B, quant & leur richesse en 
ambocepteurs, avec des antigénes préparés avec des souches 
contenant le récepteur A’ ou les récepteurs A! et B’. 


TECHNIQUE DES BLEMENTS UTILISES. 


Antigénes. — Les anligénes furent préparés en émulsionnant une culture 
sur gélose inclinée dans 50 cent. cubes d’eau physiologique. Leurs pouvoirs 
anticomplémentaires furent comparés et égalisés 4 peu prés en diluant les 
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antigénes dont le pouvoir anticomplémentaire excédait. celui des autres, de 
sorte qu'il était possible de les utiliser avec le méme systéme hémelytique. 
Les souches Ch. 44, Ch. 48, T. H. F. et R. A. K, qui ne contenaient que lan- 
‘tigéne A’ et les souches Ch. 130, Ch. 47, El Tor 6 et El Tor 47 qui conte- 
naient aussi l’antigéne B' furent utilisées. Dans les expériences ot des 
‘souches hémolytiques furent utilisées les antigénes ont été chauffés a 56° 
pendant deux heures. 

Sérums. — Sérums de lapin agglutinant le vibrion chalérique, en dilutions 
croissantes. 

Alexine. — Sérum de cobaye dilué au 1/12. 

Sérum hémotitique et globules rouges de mouton & 2 1/2 p. 100. 

0c. c. 5 de chaque élément fut utilisé. ; 

L’hémolysine fut titré. Une quantité fut choisie qui donnail une hémolyse 
compléte avec 0 ¢. c. 4 d’alexine en présence de l’antigéne et une hémolyse 
presque compléte avec 0 ¢. ce. 25 d’alexine dans les mémes conditions 
(voir les contréles du pouvoir anticomplémentaire des antigénes dans le 
tableau I). 


Dans chaque expérience, deux sérums, l’un contenant les 
agglutinines A et B, autre ne contenant que l’agglulinine A, 
furent comparés quant 4 leur richesse en ambocepteurs, avec 
tous les anligénes. 

Les résullats de ces expériences sont donnés dans le 
tableau I. 

Avec le sérum Ch. 130, qui contient les agglutinines A et B, 
les antigenes Ch. 130 et Ch. 47 (ayant les récepteurs A! et B’) 
fixent beaucoup mieux l’alexine que les antigénes ‘I’. H. F., 
R.A. K. et Ch. 43 (ayant le récepteur A’). Avec le sérum R.A.K. 
qui ne contient que l’agglutinine A, c’est le contraire. 

En acceptant l’existence d’un seul ambocepteur identique 
dans les deux sérums, ve fait est inexplicable. On s’attendait a 
des résultats proportionnels. 

Tout s’explique facilement quand on acceple la présence 
d’un ambocepteur B dans le sérum Ch. 130, analogue a l’agglu- 
tinine B. Les antigénes Ch. 47 et Ch. 430 fixent l'alexine beau- 
coup mieux avec le sérum Ch. £30, parce qu’ils le fixent aussi 
au moyen du récepteur B’ et de l’ambocepteur correspon- 
dant B. Ce dernier anticorps fait défaut dans le sérum 
R. A. K.; aussi les souches Ch. 130 et Ch. 47 n’ont pas d’anti- 
gene supérieur & celui des souches 43 et T. H. F. avee le méme 
sérum; au contraire leur antigéne semble étre inférieur. 

Des résultats analogues et méme parfois plus accusés furent 
obtenus avec d’autres sérums. Les sérums Ch. 47, El Tor 47, 
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Tasteau I. — Comparaison de la richesse en anticorps des sérums 
Ch.130 (A et B) et R.A.K. (A) par titrage avec des antigénes 
identiques et un systéme hémolytique identique. 


a) Titrage du sérum Ch.130 (A + B). 


ROU ERGS ANTIGENES DILUTIONS DU SERUM CH.130 
pour la 
préparation 


ae ase utilisées |1/300] 1.400 | 1/600 | 1/800 |1,1.200]1/1.600]1/3.200 


des souches 


A’ et B 


b) Titrage du sérum R.A.K, (A). 


SOUCHES . j sé ‘ 
uC GEN DILUTIONS DU SERUMR R.A. K. 
ihiedas ANTIGENES SERUMR R.A. K 


pour la 
préparation 
des 
antigénes 


des souches 


utilisées | 1/200 1/800 |1/1.200}1/1.600] 1/2.4(0 


_ CONTROLE DE L’ ACTION CONTROLE DE L’ACTION 
anticomplémentaire des antigénes anticomplémentaire des sérums 


Quantités d'alexine Sarume Quantités d’alexine 


Antigenes : 
dilués 50 x 


Oc.c.1]0¢.c. 2/0 c.c.3] O0c.c.4 


Ch. 47. . 
(OLBIS oi = 


ee = 
eats ASK 8.05 aae8) | Sts 
T.H.F. .}) ++4)4++4+4+ ans sérum.| + 
R.A. K. «| +o | +44 
Ch.43. .}+++]4+++ 


El Tor 6 et deux autres sérums Ch. 130 se comportaient comme le 
sérum 130 du tableau I. Ils contenaient les agglutinines A et B. 
Les sérums Ch. 44, Ch. 43 et T. H. F. se comportaient comme 
le sérum R. A. K. Il ne contenaient que lagelutinine A. 
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Ur il n’y a pas de doute que le récepteur B' joue un réle dans 
les réactions de déviation de l’alexine. 

Ce réle peut étre tres important et méme dépasser celui de 
lambocepteur A et le récepteur A’. 

Dans l’expérience du tableau II les antigénes Ch. 47 et El 


Tasreau Il. — Sérum Ch.47, possédant un titre trés peu élevé des 
anticorps A, et un titre assez élevé des anticorps B titré avec 
les antigénes indiqués. 


SOUCHES 
utilisées 
pour la 
préparation 
des 
antigénes 


ANTIGENES DILUTIONS DU S/RUM CH47 (AMBOCEPTEORS a! ET B’) 


des souches 


utilisées | 1/25] 1/50 | 1/100 | 1/200 | 1/400 | 1/800 | 1/800 | 1/1.600 


a) Sérum Ch.47 (ambocepteurs A et B) titré avec les antiqénes indiqués. 
El Tor6. .| A’ et B’ 


SOUCHES 

utilisées 

pour la 
préparation 


d a: in 
atigeded ulilisées | 1/100 | 1/200 /400 


ANTIGENES 


des souches 


b) Sérum T.H.F. (ambocepteur A seulement) lilré avec les mémes antigénes. 


El Tor6. .| A’ et B’ testi Pak ete ager Sas te 
(Cligele Ses eye efeetey| a teetenle 
ARAN gi Jape Ejeet | eeteetents 
Be Ac Ke ire aE ahaa 


CONTROLE DE L'ACTION CONTROLE DE L’ACTION 
anticomplémentaire des sérums anticomplémentaire des sérums 


Quantités d’alexine Qu nlités d’aleaine 
Antigéne ee ee ee ee Sérums ee ee 
Oe. ¢. 25|0 c.c. 4)0'c c. 5 OnerCs 110 cack 2 0nencars 


+++/+++ ) Sérum T.H.F.) ++ | +++ | t++ 
+++ ]}+++ | Sérum Ch.47 |+++/ +++ |+++ 
+++/+++] Sans sérum .}+++/+++ |+++ 
aPAr ae | sparse 


44+=hémolyse compléte —= déviation complete. 
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Tor 6 dévient Nalexine presque exclusivement au moyen de 
l’'ambocepteur B. Les souches ne possédant que be récepteur A 
ne fixent presque pas l’alexine avec le méme sérum, le titre de 
l'ambocepteur A étant trop faible. 

Je donne encore le résultat d’um titrage des agglutinines des 
sérums ulilisés dans le tableau III]. On voit qu’il y a aussi 
parallélisme entre tes résultats du point de vue quantitatif. 


Taseau III. 


AGGLUTININES DILUTIONS DES. SERUMS’ 


SERUMS présent 
dans le sérum| 4/100 | 4/200 | 1/400 | £/800: | £/1.600} 1/3.200|{1/5.400 | £/12.800 


Sérums Ch. 47, Ch.130, R.A. K., ef T.H.F. titré avec la souehe Ch.130, 
qui contient les récepteurs A’ et B’. 


+++(/t+++)4++4/+4+4)4++4+)++4] ++ 
+4+[t++]44++)44+4)44+4+)/+44)/+4++ 
Feed parolees hed ea ee 

+++ltt4+]+++]44+4[4+4 +4] ++ 


i 


Les mémes sérums titrés avec la souche R.A.K. 
qui ne contient que he réeepleur A’. 


+4+4/t+4+4+) 4+} — | — } —] —- | 
+44]+4++)+++|4+4/+++] ++ | trace. | 
+4++)++4/t+4+4/++4]/4++4}+4+) — 

++4/+++ esa +44/44+4]4+44+ 


B. — Expériences d’absorption quantitatives. 


On sait depuis les travaux d’Andrewes que, dans le eas du 
bacille dysentérique, la présence d’un deuxitme récepteur 
exerce parfois une action sur l’autre. Le pouvoir absorbant de 
celui-ci est diminué. 

Kst-ce aussi le cas pour les récepteurs A’ et B! du vibrion 
cholérique ? 

Le pouvoir absorbant des souches T. H. F., R. A. K., Ch. 43 
et Ch. 44 ne possédant que le récepteur A’ et celui des souches 
Ch. 130, El Tor 6 et Ch. 47 qui possédent les récepteurs A! 
et B’ furent comparés. 


Une culture sur gélose inelinée de chaque souche fut mise en suspen- 
sion dans 2 cent. cubes d'eau physiologique. La densité de ces suspensions 
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fut comparée dans des tubes a agglutination en les diluant cinquante fois de 
sorte qu’elles étaient plus transparentes. Une différence de 10 p. 100 était 
trés bien décelée de cette maniére, de sorte qu'il était possible d’égaliser 
leur densité approximativement. Ces suspensions furent ajoutées en parties 
égales & un sérum T. H. F. agglutinant 1/12.800, et ne contenant que l'agglu- 
tinine A. Aprés un séjour crane heure a l’étuve les suspensions furent cen- 
trifugées et le liquide surnageant fut titré avec la souche T. H. F. Le résulltat 
est donné dans le tableau IV. 


TasLeau IV. — Sérum T.H.F. titré avec la souche T.H.F. avant 
toute absorption et aprés absorption avec les suspensions indi- 
quées dans le tableau, préparé avec des souches ne possédant 
que le récepteur A’ ou avec des souches contenant les récepteurs 
Aue ty Bb 


a) Sérum T.H.F. titré avee ta. souche T.H.F. avant toute absorption: : 


DILUTIONS DU SERUM T.H.F 


OTT nn 
4/200 4/400 1/800 4/1.600 1/3.200 1/6.400  1/12-800 
t4+t +++ F4+t+ F4++ F¢t++ +++ FH 


b) Sérum T.H.F. litré avec T.H.F. aprés absorption 
avec les suspensions indiquées. 


SOUCHES DILUTIONS DU SERUM 


avec lesquelles 
les suspensions 
furent préparées 


ANTIGENES 
des souches 


4/200 | 4/400 | 1/800 }4/1 600/1/3.2 | 1/12.800 


oe ape 15883 
a ge tsp 


., dilué a 80 p. 100. 
- dilué 465 p.100. 
ee 400. 


+t 
He" 


+ 
4 
Belin 


, dilué 4 80 p. 400. 
, dilué 465 p. 100. 
Kk , dilué 4 40 p. 100. 


ee a Ta Las a 


On voit que les souches qui ne possédent qu'un seul récep- 
teur absorbent une partie des agglutinines nettement plus 
grande que les souches ayant les récepteurs A’ et B’. Des ove 
tats analogues furent oblenus avec les sérums Ch. 44 et Ch. ' 

On ne peut pas expliquer les résultats obtenus par des Ree 
rences de densité, parce que l’ag gglutinine A était aussi beau- 
coup mieux absorbée par des suspensions diluées des souches 
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T. H. F., etc., ne contenant que 80 p. 100, ou moins, des 
vermes contenus dans fa suspension primitive, comme il est 
indiqué dans le tableau. 


Conclusions. 


J. L’antigéne B’ et son anticorps B jouent aussi un réle dans 
les réactions de fixation de l’alexine. 

II. Les souches possédant deux récepteurs absorbent moins 
bien l’agglutinine A que les souches qui ne possédent que le 
récepteur A’. Le deuxiéme récepteur exerce une aclion sur 
autre. 

Ill. L’affinité diminuée des souches ayant les récepteurs A’ 
et B’ pour les anticorps A, indique qu'il est désirable d’associer 
les deux types de vibrions cholériques dans les vaccins anti- 
cholériques; un individu vacciné seulement avec l’antigéne A 
est peut-étre moins bien protégé contre les souches ayant les 
récepteurs A’ et B! qu’un individu vacciné avec les deux anti- 
génes. 
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LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 


A L'INSTITUT PASTEUR EN 1935 


par Jutes VIALA. 


Ce rapport, établi suivant le plan fixé par la Conférence inter- 
nationale de la Rage, ne concerne que l’année 1935. 

1° Personnes traiteées : 

510 personnes ont été admises & suivre le traitement anti- 
rabique. 

2° Méthode de traitement : 

Depuis 1911, l'Institut Pasteur a adopté la méthode de con- 
servation en glycérine (1) des moelles atténuées, introduite 
dans la pratique par A. Calmette. 

On se sert de pots-bans d’une contenance de 50 cent. cubes. 

Dans chacun, on verse 25 cent. cubes de glycérine neutre 
a 30° BS. 

On stérilise 4 120°, pendant vingt minutes. 

On laisse refroidir et on introduit dans chaque pot-ban 
quelques fragments de moelles préalablement desséchées 
dans un flacon de potasse, d’aprés la méthode initiale de 
Pasteur. 

On conserve ces pots-bans a la glaciére aux environs de ++ 2°. 

Pour la vaccination des personnes mordues, on n’utilise que 
des moelles ayant séjourné moins de quinze jours en glycé- 
rine, l’expérience ayant démontré que le degré d’atténuation 
de chaque moelle n’est pas sensiblement modifié pendant les 
quinze premiers jours. 

Les personnes mordues recoivent journellement, pendant la 
durée du traitement, qui varie de quinze & vingt-cing jours, 
3a 4 millimétres de moelle triturée dans 3 centimétres cubes 


d'eau distillée stérilisée. 


(1) Ces Annales, 1, 1887, p. 87. 
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Le virus fixe de passage actuellement utilisé est le méme que 
celui dont on s’est toujours servi depuis la création du service 
de vaccinations antirabiques, d’abord rue d’Ulm, et ensuite (& 
partir de 1888) a l'Institut Pasteur. 

Pour éviter l’infection de la moelle, on saigne les lapins dés. 
que la paralysie des trains postérieur et antérieur est complete 
et on extrait immédiatement celle-ci par la méthode d’Oshida, 
au moyen d’un mandrin métallique nickelé, stérile. 

I] convient de signaler que, depuis le 79 aowt 1917, les ino- 
culations de passage du virus fixe sont toujours effectuées, non 
plus avec le bulbe frais de lapin rabique, mais avec le bulbe 
conservé depuis au moins quarante-huit heures en glycérine & 
la glaciére. 

Depuis que cette technique a été adoptée, nous n’avons 
jamais constaté de modifications dans les délais d’incubation 
de la maladie aprés inoculation sous la dure-mére. 


Voici le tableau des injections antirabiques : 


HOVE LN ane pic ew Geet. g oni Moelle de 4 jours (3 cent. cubes). 
DoS PSs oases pattern cmcame — 4 — = 
SSR 5-29 Prins, Ge Nae EER eae eae _ 4 — — 
BED) Sel et tei dea sh 28 Bins eae _ 4 — =: 
O48 ia he eo hs era tm _ 30 — 
i Pa era Men ery ors Tes _ 30 _— 
1 Nao! ee cn eae —_ 4 — as 
Seis ik kB Rie _ 3 — —= 
D8 ee ea oe Caen rece chat ts — 2— — 
LOS (ae ers ipl isa ee eaten —- 3- =s 
ALS a) er eas Soe a) ee cee — $3 — = 
He ye Tp S heads ey a teiac: Rees — Oe =e 
i se Sane ta Ye pe =S | 25 
NGOS sey oe teen wet Sg _— 30 = =: 
LOO ey aie Mes ne Seen eee — Se ae 
MOPS TOURS Fn tc kee eee Moelle de 3 jours (3 cent. cubes). 
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MO CR eOU LS cerurt fae a, a sekee Moelle de 3 jours (3 cent. cubes). 
DOC eas agree A ed 6 ie hens — 2 — —_— 
PA aS elon cer et ee - 2 — 
DLE Me | OMe ees ah ols Moelle de 2 jours (3 cent. cubes). 
DM Re SS st, Sone eae i — 2 — a 
DA eae ian ri eine fe ee ak va 08 — 2— _ 
DAS A a I aia as oe a — 2 — — 
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3° Répartition des personnes traitées, d’aprés le territoire sur 


lequel elles ont été mordues : 


ES AN CO te Ree UR eee na AS em aes ae ha WY AEE 504 
MaTOCL ae er ar ha tet Am et eh re Oe ek Pe 4 
SULSS Cmctet= tae hac trey peer len AN odes ol ei te aoe 2 
GEE AV CSVO SS » TRS Sea Be Bs Be ea St Ah oe AU ed ee 7 


4° Deaprés Vespéece de lanimal mordeur : 


Chiensdesproprictaires-COnnusy.wss.--8e <= «seas ek 207 
Chicnsserrants ry seae a ree oe es ceed 8 Ree ee 134 
Ghatssdesproprietaires;compusss sec 0.0 oe) «cs or oe ee 50 
CHAUSTERTANES feurcmch (ole Me. GE I ee SS kas teen ls) Ls 42 
BOVIGES citth Wet n te sttyd,!| Ricektle! cae oe DIE et eR T I GN te a 
RAS chien en tte Ricca te eee es Leet ae a Sea eae ete 24 
PULTE SPA TILINA Ue sehr Moker, opera, open mh. wate ae eb wtateeee 6 


5° L’apres les preuves de rage chez lanimal mordeur : 


Catégorie A. — La rage de l’animal mordeur a été constatée 
par le développement de la maladie chez des animaux inoculés 


avec son bulbe ou par un examen histologique (1). 


Catégorie B. — La rage de l'animal mordeur a été constatée 


par examen vétérinaire. 
Catégorie C. — L’animal mordeur est suspect de rage. 


Pour un certain nombre de cas de cette calégorie, vu les 
renseignements fournis par les personnes mordues, la rage 


était cliniquement presque certaine. 


CALELOMETAC ES soc ccooe ota, 3 cE ot mg a YS Tenet 6 18 
SEG Onn (IB 3,” a 1 ln ti emcee se Seca Cie 42 
GAlESerie Cees ee hie es Ry Pe eee oe eee 450 


(1) Les centres neryeux des animaux mordeurs sont aussi examinés au 
Laboratoire national des Recherches vélérinaires d’Alfort, et les résultats 


sont transmis au service. 


w 
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6° D'aprés le caractére des morsures : 


Profondes®. 5 fists Se as eee ee 416 
Superticielles i) sc c10.. ete pe eee ce ent eee 94 


7° Interposition des vétements : 


Sur la, peati nue oo ponte ee, heer Geen, oie een Emer 370 
A-travers Jevvétement:s \.) Saas soe ae eee 140 


8° Dapreés le siége de la morsure (A) : 


Téte. co. 5 & wie oe be demee 5, eon: eet pace oN ee RO Ee 34 
Membres supérieurs.. ..coowe-2- oe vee eee 353 
TRONC: 3. 4G. 2. SF ot SR ee ee 2: 
Membres: inférieurs...) .:ia- ssa ee Oe eee 124 


9° D'aprés le nombre de jours écoulés entre la morsure et le 
traitement : 


Ora. 4. JOUrS: < = itis og a ested ale hee ee 278 
Bae ST JOULS. cael sone eee wore oe see eee ee 96 
Sea E-TOULS 35 oa) 30 oh wii is fetal clgk ng oan pel eat a oa i 97 
ASB 21° FOULS encod a a ey ages ee aa oe See os ey ce 28 
Plus de24 jours. 3s. 2 ids 20 patie oe ee 44 


10° Autres renseignements : 


Répartition par départements des 504 personnes traitées 
mordues en France. 


PAT ae ee ea one le, eke Oe A TOORe tack. kao ee A 
ATSRO® ch Ral ve Tees. eee 3 Tidre-et-Loires s\- 23 . oee 4 
AIG Dae Oh 5 ee 4 FULD. gewcsven ue cc, Re ee 4 
Alpes-Maritimes: 4.9. 0 sy. 28 Lej bandesk "255! 5) eran eee { 
Ardennes. .... o°T Eoir-et-Gher 3 4 2 oe 4 
Aveyron of SAREE SEAS arp oire-Inifériguresscs ja paneer 6 
Calvadosc me £25 Gna eee 2 Lolte twat mck Gc) 2 See 4 
Cantal ae. seen eee 4 JaOtiss sor ce Neate en ote ee 3 
Ch Elernie so ers eee eee 2° |. Lot=et-Ganronnec: scan eer a 
Correze. SANE i ee 30 Maite=et-coine: ss) 562 See 4 
CoOle-dOr: waaw BERR S Pee 2). | «.Mani@h @secspac een ieee ene 4 
Cétes-du-Nord ......... 1d: [a Marney Stee oe cee eee 2 
CYrEUSES. 6. hei cy cee Seer An) Mayennert ec sent 2 
DOUDS* ec... = os eee 4 Meuseisino st Lien See eee 4 
ENUM G eee cseies vals clos Ue May ree eee 3 Morbiban® eee 5 
BUNecevs OI, A ae eee 2 Moselle, + “2... 4 Gee 2 
RUINISTERE Ts. « ie Se ae 4 Niévie.. © 4. oo eae ee 4 
Garonnes iE altte=). aan ee 2), INOTGN. Seta = ey eee A 
GClse ere. 6 Ss ae eee il OBC 4s She eee 4 
Ille-et-Vilaine. ....... 30 OVNG oS SO BUREe sae i 


(t) Pour les morsures multiples on indique uniquement le siége de la plus 
dangereuse. 
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Env=de-DOmes ts see see ce. 6 | Seine-Inférieure ........ 18 

SSYEUON OKRA) Be kay a ae ed ae a DEES OMIT Cres Ve cea sorte 

Sarthe. co: a eta eee ree: Av |eearn=et-Garonners «9.2 « ols 4 
: Parise, cee hon ste co mere 144 WICTIN CS prensa Senne 

Pome Banlietiel 2). si ae tee Ventre (ra UiLe=\ier kagome sie aretn 

Seine-et-Marne ... . ...... . : ANI REPAY ONS aueaet Nett cure tare Whee ee 10 

Seme=et-OIsese.. sen conc ee 69 


Le tableau ci-dessous indique les résultats généraux des vac- 
cinalions depuis l’origine. 


PERSONNES MORTALITE PERSONNES MORTALITE 
traitées ORS traitées | MORTS p- 100 


ee 
ie I Be ee 


coooococoocoooocoooocoococe|coo 
wo we ee 
SNWEWOFPRWWRWNNNWWWOIWDNWWwWoH© 
SKE OMW=$- ON DDDUOCHODOONUNAVOH 
SeoeoeoeoeooooCoOrP COP AWW RWFOCCOF 
Seesesssleecesssoosoecoseoecscec/\|/® 
ecooocecoocooroor w= EF NNMFOCONP 
SeEeSeSCSSCSCSOCOCOCOR COC OWRAAMORFeOCOCoOSo 


7 
5 
A 
4 
6 
7 
5 
4 
6 
3 
4 
4 
5 
2 
2 
3 
3 
1 
3 
4 
4 
0 


11° Mesures prises en vue de poursurvre Vévolution des cas 
traités penlant six mois au minimum. 

Les médecins et les vétérinaires, ayant adressé des per- 
sonnes mordues, sont priés de nous tenir au courant des acci- 
dents qui pourraient se produire ultérieurement. 

12° Accidents paralyliques : Néant. 

13° Décés : Néant. 

La stalistique pour 1935 s’établit donc ainsi : 


PETS OUMES ULALLCES rms fae ser clustistiss) 6) 4. wucce sec ee, &. as BAO 
RG ONE sk ak etter: eee Stee yells ite Dra aioe 0 
Mortautesys 100s; Aen sn Sexes sca pai dst ee rier Mine nes 0 
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